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PKD1ΔPH Mutantes de deleción que carecen del dominio PH 
PKD1ca Mutante de PKD1 constitutivamente activo (doble mutante Ser744/748Glu) 
PKD1-cat activo Dominio catalítico activo de PKD1 fusionado a la proteína GST 
PKD1ki Mutante de PKD1 quinasa inactivo (mutante sencillo Asp733Ala) 
PKG Proteína Quinasa G 
PLC Fosfolipasa C 
PMA Forbol 12-miristato 13-acetato 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
Pro Prolina 
PSD93 del inglés Postsynaptic density protein-93 
PSD95 del inglés Postsynaptic density protein-95 
PYK2 del inglés Proline-rich tyrosine kinase 
Quimera Dros-Onc constituida por la combinación del fragmento N-terminal del LBD de E75 de Drosophila (aa 341-
446) y el fragmento C-terminal del LBD de E75 de Oncopeltus (aa 194-348).  
Quimera Onc-Dros  constituida por la fusión del fragmento N-terminal del LBD de E75 de Oncopeltus (aa 88-199) y el 
fragmento C-terminal del LBD de E75 Drosophila (aa 440-604). 
Rac del inglés Ras-related C3 botulinum toxin substrate 
RARs   del inglés Retinoic acid receptors 
RAR/RXR  Heterodímero retinoic acid receptor / retinoid X receptor 
RasGRP   del inglés Ras guanyl nucleotide releasing protein 
Rev-erbα Receptor nuclear Rev-Erb alpha también llamado NR1D1 (nuclear receptor subfamily 1, group D, 
member 1) 
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Rev-erbβ Receptor nuclear Rev-Erb beta también llamado NR1D2 (nuclear receptor subfamily 1, group D, 
member 2) 
RevDR-2   Elemento de respuesta Rev de repetición directa 
RIN1   del inglés Ras interaction/interference 1 
RIPA   tampón de ensayo de radioimmunoprecipitación 
RISC    del inglés RNAi-Induced Silencing Complex 
RMN   Resonancia magnética nuclear 
RNA   Ácido ribonucleico 
iRNA   RNA de interferencia 
mRNA RNA mensajero 
shRNA del inglés short hairpin RNA 
siRNA del inglés small interfering RNA 
RORE   del inglés Retinoic acid receptor-related receptor response element 
ROS   Especies reactivas de oxígeno 
rpm   Revoluciones por minuto 
RrCooA   del inglés CO activator protein of Rhodospirillum rubrum 
RT   Temperatura ambiente 
Runx2    del inglés Runt-related transcription factor 2 
RXRs   del inglés Retinoid X receptors 
SDS   Dodecilsulfato sódico 
Ser   Serina 
SHP(en bloque NOSs) del inglés Src homology 2-containing protein tyrosine phosphatase 2 
SHP (en bloque E75) del inglés Sphaeroides heme protein 
SMRT   del inglés Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor 
SMRTER   del inglés NCoR/SMRT-related molecule in Drosophila 
SMTC   S-metil-L-tiocitrulina 
SSH1L    del inglés Slingshot 1 like 
TGF-β    del inglés Transforming growth factor beta  
TGN   Red trans-Golgi 
Thr   Treonina 
Trp   Triptófano 
Tyr   Tirosina 
UAS   del inglés Upstream Activation Sequence 
USP   Ultraespiráculo 
UV/visible  Ultravioleta/visible 
Val   Valina 
VASP   del inglés Vasodilator-stimulated phosphoprotein 
VEGF   del inglés Vascular endothelial growth factor 
VEGFR2   del inglés Vascular endothelial growth factor receptor-2  
X-β-Gal    5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 
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Nitric oxide (•NO) is an unorthodox messenger molecule, which has numerous molecular targets. It 
acts in key physiological processes including neurotransmission, vascular tone and the immune response, 
but it also regulates gene transcription and mRNA translation, and produces post-translational 
modifications of proteins (e.g. by ADP ribosylation or S-nitrosylation). •NO is transient, small and easily 
diffusible, and its availability is solely regulated at the synthesis level by nitric oxide synthase (NOS) 
enzymes. Three major NOSs isoforms that differ in their tissue localization, regulation and function, have 
been identified: neuronal NOS (nNOS or NOS1) and endothelial NOS (eNOS or NOS3), and inducible 
NOS (iNOS or NOS2).  In mammalian cells all three isoforms of NOS are highly regulated complex 
enzymes and their activity is modulated by dimerization equilibrium, degradation rate, subcellular 
localization, interaction with other proteins and post-translational modifications. 
eNOS is distinguished by the presence of myristoylation (Gly2) and palmitoylation (Cys15 and 
Cys26) sites at the amino terminus that are involved in subcellular targeting of the protein. nNOS is longer 
than the other isoforms due to the presence of a PDZ (PSD-95/DLG/ZO-1) domain at the amino terminus 
that serve a similar function  and a polypeptide stretch known to interact with dynein light chain DYNLL1. 
iNOS is also palmitoylated on Cys3 and this palmitoylation is necessary for its activity in both transfected 
and induced cells. The C-terminal four amino acids of iNOS interact with proteins that contain PDZ 
domains resulting in the translocation of iNOS to the cellular apical domain.  
All NOSs share 50-60% overall amino acid sequence homology and have similar cofactor 
requirements. The NOSs are functional dimers, which each monomer containing an N-terminal oxygenase 
domain with binding sites for L-arginine, tetrahydrobiopterin (BH4), and a tetracoordinated zinc atom, and 
a reductase domain with binding sites for FMN, FAD and NADPH connected by a linker containing a 
Ca2+/calmodulin (CaM) binding site. nNOS and eNOS are constitutively expressed and they are directly 
activated by agonist-induced elevation of intracellular Ca2+, binding of Ca2+ to CaM, and subsequent 
binding of CaM to NOS. In contrast, iNOS binds CaM in essentially a Ca2+-independent, irreversible 
manner, and its activity is transcriptionally regulated by cytokines, bacterial lipopolysaccharide and other 
agents, rather than by changes in the Ca2+ concentration. 
NOSs catalyze the synthesis of •NO through two serial monooxygenase reactions analogous to 
those of the NADPH-dependent cytochrome P450 oxidoreductase (CYPOR) systems. They oxidize L-
arginine to the stable intermediate N-hydroxy-L-arginine, and subsequently oxidize this intermediate to 
•NO and citrulline. Electrons are transferred from NADPH, through the flavins FAD and FMN, to the heme 
iron, where molecular oxygen is bound and activated . The redox potentials are poised thermodynamically 
to make this occur. The last step is rate-limiting, occurs in trans from reductase domain of one polypeptide 
to oxygenase domain of the other, and is uniquely triggered by conformational changes induced by 
Ca2+/CaM binding.  
CYPOR and the NOS reductase domains share close homology, placing NOS reductase domains 
into the class of flavoprotein dehydrogenases containing both FAD and FMN on the same polypeptide 
chain, which also includes 3 mammalian proteins: CYPOR, Methionine Synthase Reductase (MetSRed), 
and Novel reductase 1 (NR 1). The FMN-binding domain is homologous to small electron-carrier 
flavodoxins, whereas the FAD- and NADPH-binding domains associate into a “FNR-like unit”, related to 
ferredoxin-NADP+ reductase. An α-helical connecting domain (CD) orients the flanking FMN- and FAD- 
binding domains to align the two flavins. Despite the similarities of NOSs to these enzymes, they are 
unique in that their reductase activity can be modulated by CaM. CaM induces a conformational change 
leading to increases in cytochrome c reduction, ferricyanide reduction, NADPH oxidation, and the rate of 
electron transfer through the flavins. 
All three NOS isoforms are self-sufficient enzymes with two major functional domains fused into a 
single polypeptide, and those domais constitute the catalytic core. NOSs are exquisitely tuned to control 
•NO production. The constitutive NOSs contain a 40-50-residue autoinhibitory insert (AH) in the FMN-
binding domain that interferes with CaM binding and inhibits both intra- and inter-module electron 
transfers. Phosphorylation of this regulatory element further modulates their activity. The CD2A regulatory 
element present in the connecting domain (CD) of the constituve NOSs is predicted to contribute to the 
observed Ca2+/CaM dependence with interaction with the CaM-binding peptide. When compared to 
CYPOR, all of the NOS isoforms contain approximately 21-42 additional amino acids at the very C-
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terminal end of the reductase module, forming a “tail” not present in CYPOR and crystallographic data 
indicate that it adopts a helical conformation. This α-helix is known to function as a physical “lid” in the 
reductase domain that impedes proper electron transfer. The rate of •NO synthesis among the three 
isoforms is inversely correlated to the length of the C-terminal tail. The removal of these residues from all 
three isoforms yields enzymes with markedly higher activity. Although the tail region is a regulatory 
element intrinsic to NOS itself, makes attractive target for in vivo modulation via interactions with other 
proteins or post-translational modifications such as phosphorylation. Accordingly, several laboratories 
noted that both nNOS and eNOS contained serine/threonine protein kinase phosphorylation sites in the 
tail region of the reductase domain, Ser1177 for human eNOS and Ser1412 for rat nNOS. The Ser 
residue located at the C-terminal α-helix is immersed within a consensus Akt/PKB-dependent 
phosphorylation consensus sequence (RXRXX(S/T)X, herein RLRSESI in nNOS and RIRTQSF in eNOS). 
It has been reported that eNOS is phosphorylated on Ser1179 or Ser1177 in human and bovine eNOS, 
respectively, by Akt/PKB and AMPK both in vitro and in a cellular environment. Furthermore, the activity of 
at least six protein kinases (Akt/PKB, AMPK, PKA, cGK-I/PKG, Chk1 and CaMKII) converge on the same 
eNOS activatory Ser, and in all cases protein phosphorylation correlates with activation and increased 
•NO synthesis. The equivalent Ser residue of nNOS (Ser1412 in rat nNOS) is phosphorylated by Akt/PKB, 
PKA and AMPK in neurons and in skeletal muscle. In the structure, Ser1412 of nNOS is positioned at the 
end of the C-terminal tail helix, which lies in a negatively charged groove at the surface of the reductase 
module. At the end of the C-terminal α-helix of nNOS, the phosphorylatable O-γ atom of Ser1412 is 
directed toward negatively charged FMN-binding domain residues Glu916 (Gln in eNOS) and conserved 
Asp918. This structure thus suggests a mechanism for phosphorylation-induced NOS activation by 
electrostatically induced conformational changes. The negative charge introduced by the phosphate group 
or the Ser1412Asp mutation, to mimic the phosphoserine, would repel both the partial negative charge of 
the α-helix dipole and the nearby conserved negatively charged residues. Thus, Ser1412 phosphorylation 
would destabilize and displace the regulatory C-terminal tail to relieve repression of •NO synthesis. 
Hence, phosphorylation of nNOS at Ser1412 activates electron transfer from the reductase domain 
towards the oxygenase domain of nNOS thus augmenting •NO synthesis and cGMP formation. This 
structure-based interpretation provides an attractive molecular mechanism whereby phosphorylation of a 
single residue induces large conformational changes that de-repress NOS. 
Protein Kinase D (PKD) has been shown to play multiple roles in different cell types and tissues, from 
primary cellular functions such as the control of Golgi organization, protein traffic and secretion, adhesion 
and migration, proliferation, survival and death, to complex processes such as immune regulation, cardiac 
hypertrophy, angiogenesis and cancer. In addition, in nervous cells PKD1 has been involved recently in 
several neuronal functions like axon formation, sorting of dendritic proteins and dendritic arborization as 
well as in glutamate signaling through group I metabotropic receptors. There are three PKD isoforms 
(PKD1, PKD2 and PKD3) and constitute a family of phorbol ester/diacylglycerol-stimulated Ser/Thr 
kinases that belong to the Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase superfamily. They contain several 
well-characterized and conserved common domains. First, at the N-terminus there are two cysteine rich 
regions that constitute a cysteine-rich domain (CRD). This domain binds diacylglycerol and phorbol esters 
with high affinity, and is involved in the association of PKD1 to cellular membranes. Next to it, we find a 
pleckstrin homology domain (PH) that is autoinhibitory and regulates the activity of this kinase, followed by 
the catalytic domain at the C-terminus. At the very C-terminal end of PKD1 and PKD2, absent in PKD3, 
there is a unique distinctive motif that constitutes a type I PDZ-binding sequence or PDZ-ligand (-VSIL in 
PKD1 and –ISVL in PKD2). Kinase activation by upstream effectors (such as protein kinase C) results in 
PKD1 autophosphorylation at Ser916 located at the protein carboxy-terminus and the appearance of a 
negative charge at this position. In PKD1 protein substrates a hydrophobic residue such as Leu/Val/Ile is 
typically present at position (-5), together with a basic residue such as Lys or Arg at position (-3), referred 
to the phosphorylable Ser residue. However, some substrates partially fail to fully meet this requirement: 
the carboxy-terminus of PKD1/PKD2 presents an acidic Glu residue at the (-3) position. 
Angiogenesis, the formation of new blood capillaries, is an important component of embryonic 
vascular development, wound healing, and organ regeneration, as well as pathological processes such as 
diabetic retinopathies, atherosclerosis, and tumor growth. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is 
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essential for many angiogenic processes both in normal and pathological conditions.  
 
The common goal of the first part of the thesis was to analyze the role of the C-terminal tail of NOSs 
in the regulation of •NO synthesis. 
1. We first started to work with the endothelial NOS. After reading two articles we suspected eNOS 
could be a substrate for PKD. The one of Wong et al. in which the results presented demonstrated that 
VEGF rapidly induces activation of PKD via the VEGFR2/PLCγ/PKCα pathway and that PKD is involved 
in VEGF-induced ERK signaling and endothelial cell proliferation. In addition, Hao et al. described that 
PKD2 plays a pivotal role in endothelial cell proliferation and migration necessary for angiogenesis at least 
in part through modulation of the expression of VEGFR2 y FGFR1, two key growth factor receptors 
involved in angiogenesis. When endothelial cell lysate was subjected to Western blotting with phospho-
Ser/Thr PKD substrate antibody they found several protein bands, one of them had a molecular weight of 
130 kDa. These two findings made us supect that eNOS was that phosphorylated band in endothelial 
cells, so PKD could be a new kinase that also regulates eNOS activity and •NO synthesis. Therefore, the 
role of PKD in endothelial cell proliferation, migration and angiogenesis could be mediated by the 
activation of eNOS by PKD.  
Our main objectives concerning to eNOS were: 
- Examine if eNOS was a novel substrate for PKD both in vivo and in vitro, and that being the case, 
study the role of this phosphorylation. 
- Analyze if there was a physical interaction between eNOS and PKD and determine the domains 
involved in that association. 
- Examine the effect of VEGF or PDBu treatment in endothelial cells in terms of eNOS 
phosphorylation and activation by PKD, and subcellular location. 
- Analyze the role of PKD in migration of BAEC cells in a wound healing assay and the effect of PKD 
inhibitors. 
Our results demonstrate that both in vitro and in vivo, eNOS becomes phosphorylated by PKD in the 
activatory Ser1179 and this stimulates •NO production. Purified reductase domain of eNOS was 
phosphorylated by purified active catalytic domain of PKD1 in an in vitro kinase assay. After reaction 
completion, the sample was completely digested with trypsin and the resulting peptides analyzed by 
HPLC coupled to MALDI-TOF/TOF. Fragmentation of the precursor revealed unambiguously that Ser1179 
was the phosphorylation site. eNOS phosphorylation by PKD at Ser1179 was confirmed by immunoblot 
using a phospho-specific antibody recognizing that position. It must be mentioned that this is an atypical 
site for PKD phosphorylation, as eNOS displays Arg residues at both positions (-5) and (-3). This 
phosphorylation also takes place in vivo, as it has been demonstrated in transfection assays with 
HEK293T cells or bovine aortic endothelial cells (BAEC), and it stimulates •NO synthesis. As a read out of 
•NO production we determine the signal of a fluorescent •NO sensor DAF2-DA and the levels of VASP 
(vasodilator-stimulated phosphoprotein) phosphorylated on Ser239, which has been suggested to 
represent a biochemical marker of •NO levels in intact cells. Our studies also show that PKD forms of a 
complex with eNOS, and the association of eNOS and PKD depends on the NADPH eNOS domain, but 
not on its C-terminal tail. We have also identified that cellular stimuli such as VEGF induce eNOS 
phosphorylation on Ser1179 by PKD in endothelial cells, and so does the phorbol ester PDBu, a potent 
activator of PKD. We also examined the role of PKD in endothelial cell migration, an important step in 
angiogenesis. The migration of BAEC induced by VEGF or PDBu, with or without selective PKD inhibitors, 
was determined using a wound healing assay. Our results demonstrate that PKD inhibition markedly 
decreases the migration of BAEC cells, and we postulate that the mechanism by which PKD inhibition 
causes these effects might be, at least in part, through the inhibition of the eNOS phosphorylation and 
activation.  
These findings establish a novel mechanism of regulation of •NO synthesis by PKD in the 
cardiovascular system. 
2. The PDZ domain of nNOS is known to bind to PDZ2 of PSD-95 hence resulting in its translocation 
to the post-synaptic density in the proximity of NMDARs. In neurons both nNOS and PKD1/2 become 
associated to the NMDAR by means of interactions mediated by PDZ domains. Furthermore, PKD1 C-
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terminus constitutes a PDZ-ligand that upon activation and autophosphorylation on Ser916 could mimic 
an acidic residue, hampering the interaction of PDZ-domains able to interact with the non-phosphorylated 
type I PDZ-binding motif. However, this change could favor the interaction of active PKD1 with other PDZ 
domains showing different affinities or properties, such as the one present in nNOS. With that in mind, we 
anticipated that the phosphorylated PDZ-ligand of active PKD1 could be a bona-fide binding partner for 
the PDZ domain of nNOS. Hence, we wondered if, in neurons, there could be a direct interaction between 
active PKD1 and nNOS mediated by their respective PDZ-ligand and PDZ domain and if the proximity of 
nNOS and PKD1 might result in a direct regulation of •NO synthesis through PKD1 activity, being nNOS a 
substrate for PKD1.  
Our main objectives concerning to nNOS were: 
- Examine if nNOS was a novel substrate for PKD both in vivo and in vitro, and that being the case, 
study the role of this phosphorylation. 
- Analyze if there was a physical interaction between nNOS and PKD and determine the domains 
involved in that association. 
- Examine the effect of PDBu treatment in HEK293T cells or PC12 cells in terms of subcellular 
location of transfected nNOS and PKD. 
The studies shown herein describe that nNOS binds to and becomes phosphorylated in the 
activatory Ser1412 by PKD both in vitro and in vivo. It has been demonstrated by in vitro kinase assay 
using purified recombinant full-length nNOS and the active catalytic domain of PKD1 followed by mass 
spectrometry analysis of tryptic peptides, and the phospho-site was confirmed by immunoblot using a 
phospho-specific antibody recognizing that position. Our studies also show that PKD1 activation and 
autophosphorylation enhances the formation of a complex with nNOS and that the pleckstrin homology 
domain of PKD1 is important for this interaction, so the association of nNOS and PKD depends both on 
the PH domain and the activity of the kinase, but not on its PDZ-ligand. Activation of PKD enhances the 
formation of a heterodimeric complex hence establishing a novel mechanism of regulation of •NO 
synthesis in the nervous system. nNOS is the first PKD substrate which association with PKD1 is clearly 
enhanced after activation of the kinase. Phosphorylation of nNOS by PKD1 is a novel stimulatory 
mechanism for •NO biosynthesis and downstream cGMP/PKG signaling, as it has been confirmed by 
using the fluorescent •NO sensor DAF2-DA and the biochemical marker of •NO levels in intact cells, 
VASP-phospho-Ser239. This study discovers a novel biological relevant role of PKD1 in the regulation of 
nNOS activity and •NO synthesis, and opens the perspective of PKD being involved in the control of 
physiological and pathological processes where this mediator is involved.  
Therefore, it could be feasible that PKD might be a general/common regulator of the enzymatic 
activity of constitutive NOS isoforms and •NO synthesis. In conclusion, our discoveries open new 
perspectives in the regulation of NOS enzymes and •NO production by active PKD. In addition, these 
novel findings add to the list of biological relevant roles of PKD a crucial one in the regulation of •NO 
synthesis and the plethora of physiological and pathological processes where this mediator is involved. 
3. iNOS doesn´t present a phosophorylatable Ser on its C-terminal tail that is also limiting the flow of 
electrons; however its carboxy-terminal amino acids display a type I consensus binding sequence toward 
proteins containing PDZ domains proteins that belong to NHERF (Na+/H+ Exchanger Regulatory Factors) 
family. To go in depth of the role of the tail of iNOS we focused on these two objectives: 
- To clone, express and purify wild-type and three C-terminal truncated mutants (Δ5, Δ10, Δ15) of the 
complete iNOS or the reductase domain, and analyze and compare their enzymatic activity in terms of 
reductase and/or nitric oxide synthase activity, and the rate of flavin reoxidation.  
- To clone, express and purify two NHERF proteins, EBP50 and CAP70 and analyze the effect of 
binding to both recombinant isoforms of wild-type iNOS in terms of reductase and/or nitric oxide synthase 
activity, and the rate of flavin reoxidation.  
The progressive deletion of at least 10 amino acids increased their activity. In a more physiological 
approach, binding of purified recombinant EBP50 and CAP70 to both recombinant isoforms of iNOS 
increases significantly the cytochrome c reductase and •NO-synthesizing activity.  
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This is indicative that, as in the case of cNOS, the C-terminal stretch of amino acids regulates the 
activity of the enzyme limiting the flow of electrons from the reductase domain of the protein toward the 
heme-oxygenase domain.  
 
The second part of the thesis was focused on the insect nuclear receptor E75. Nuclear receptors, the 
largest superfamily of transcription factors, are ligand-regulated polypeptides that share common domain 
architecture. Binding of small molecules to the ligand binding domain (LBD) of nuclear receptors 
modulates their association to specific DNA motifs. In insects, the early-induced gene E75 has been 
implicated genetically in repression of several genes in the ecdysone-triggered cascade and it is well-
established that E75 also acts as a repressor in transient transfection assays. Heterodimerization of E75 
with HR3 is known to block their ability to activate transcription. Interestingly, the Drosophila melanogaster 
E75 nuclear receptor, and more specifically its LBD, is a protein module that binds heme and diatomic 
gases such as •NO and CO. Full-length D. melanogaster E75 is isolated as a heme-bound ferric 
hemoprotein when obtained from the insect pupae and its isolated LBD is also a hemoprotein when 
recombinantly expressed and purified from both bacteria and baculovirus-infected cells. 
From a functional point of view, coordination of diatomic gases to the heme moiety of D. 
melanogaster E75 induces a conformational change that interferes with its interaction with HR3 nuclear 
receptor, discontinuing repression of its transcriptional activity. Binding of •NO to D. melanogaster E75 
displaces the Cys and His axial ligands rendering a pentacoordinate Fe(II)NO hemoprotein and justifying 
the observation that •NO functions as an antagonist of E75 repressor activity.  
In eukaryotes, the only •NO sensor characterized in depth is the soluble guanilate cyclase, a 
hemoprotein that synthesizes cGMP. Obviously, the recent find that insect E75 are nuclear receptors that 
sense nitric oxide really attracted our attention. In addition, the fact that recent experiments have shown 
that their human homologues, Rev-erbα and Rev-erbβ, are also heme and diatomic gases sensors, 
shows the key role of this protein family.  
With the goal of cristalize the E75 LBD Drosophila melanogaster and Oncopeltus fasciatus during a 
short stay on Dr. Ortiz de Montellano´s lab, we started working with them. Once we got the cDNA, we 
cloned, expressed and purified them, and the initial spectroscopic characterization showed us that there 
were essential differences that deserved being explored. Thus, we also decided to characterize two new 
orthologs, those from Bombyx mori and Blattella germanica, to compare their spectroscopic properties in 
the presence or absence of gases. 
Our main objectives were: 
- To characterize the spectral properties of E75 LBD from those four different insects and their response 
to diatomic gases. 
- To characterize the covalent attachment of heme to protein moiety observed in O. fasciatus and B. 
germanica but absent in the orthologs from D. melanogaster and B. mori.  
For those purposes, we have recombinantly expressed and purified LBDs of four insect nuclear 
receptors of the E75 family. The Drosophila melanogaster and Bombyx mori nuclear receptors were 
purified as ferric heme proteins with Soret maxima at 424 nm, whereas their ferrous form had a Soret 
maximum at 425 nm that responds to •NO and CO binding. In contrast, the purified LBD of Oncopeltus 
fasciatus displayed a Soret maximum at 415 nm for the ferric protein that shifted to 425 nm in its ferrous 
state. Binding of •NO to the heme moiety of D. melanogaster and B. mori E75 LBD resulted in the 
appearance of a peak at 385 nm, whereas this peak appeared at 416 nm in the case of the O. fasciatus 
hemoprotein, resembling the behaviour displayed by its human homolog Rev-erbβ. HPLC analysis 
revealed that, unlike the D. melanogaster and B. mori counterparts, the heme group of O. fasciatus is 
covalently attached to the protein through the side-chains of two amino acids. The large sequence 
homology with O. fasciatus E75 led us to clone and express the LBD of Blattella germanica, which 
established that its spectral properties closely resemble those of O. fasciatus and that it also has the 
heme group covalently bound to the protein.  
Hence, •NO/CO regulation of the transcriptional activity of these nuclear receptors might be 
differently controlled among various insect species.  
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In addition, covalent heme binding provides strong evidence that at least some of these nuclear 
receptors function as diatomic gas sensors rather than heme sensors.  
Finally, our findings expand the classes of hemoproteins in which the heme group is normally 
covalently attached to the polypeptide chain.  
     Página 1                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
 
 
 BLOQUE I 
 
 
 
Papel del módulo carboxi-
terminal de las Óxido Nítrico 
Sintasas en la regulación de 
la síntesis de •NO 
              
     Introducción               El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO                 Página 2 
  
       
     Página 3                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
  
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
     Introducción               El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO                 Página 4 
 
  
       
     Página 5                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
1. El Óxido Nítrico. 
El óxido nítrico (•NO) es una molécula de señalización biológica crucial en numerosos eventos 
celulares ya que, además de estar implicada en el control de la fisiología de los sistemas cardiovascular, 
nervioso e inmune, actúa como un importante regulador de la expresión de ciertos genes y de la función 
mitocondrial (Forstermann y Sessa, 2012; Moncada y Higgs, 1993). El •NO controla numerosos procesos 
fisiológicos, tales como la neurotransmisión (Odell et al., 1991; Schuman y Madison, 1991), el tono 
vascular (a través de la estimulación de la guanilato ciclasa soluble) (Forstermann et al., 1986; Rapoport 
et al., 1983), la transcripción de genes (Gudi et al., 1999; Khan et al., 1996), la traducción de mRNA (por 
ejemplo mediante la unión a IREs (Iron-Responsive Elements) (Liu et al., 2002; Pantopoulos y Hentze, 
1995) y produce modificaciones postraduccionales de proteínas (Brune et al., 1994; Pozdnyakov et al., 
1993). Dado que el •NO no puede ser almacenado en las células, el que pueda llevar a cabo sus 
funciones depende de su síntesis de novo. In vivo, una familia de enzimas denominadas Óxido Nítrico 
Sintasas (NOSs) sintetizan el óxido nítrico. En humanos, se han caracterizado tres isoformas: las 
isoformas constitutivas NOS neuronal (nNOS o NOS1) y NOS endotelial (eNOS o NOS3) y la isoforma 
inducible (iNOS o NOS2), que se expresa fundamentalmente en células expuestas a endotoxinas y a 
diversas toxinas pro-inflamatorias (Knowles y Moncada, 1994; Masters, 1994; Nathan, 1997). Sin 
embargo, también se ha comprobado que, bajo ciertas condiciones fisiológicas, en algunos tejidos la 
iNOS se expresa de forma constitutiva y las otras dos isoformas se pueden inducir ante determinados 
estímulos, tales como las fuerzas de rozamiento hemodinámicas (“shear stress”) o daños en el sistema 
nervioso (Guo et al., 1995). 
Los mecanismos de actuación del óxido nítrico mejor caracterizados son la activación de la guanilato 
ciclasa soluble, su efecto sobre la cadena respiratoria mitocondrial y la nitrosilación directa de proteínas 
(Hare, 2003). Por ejemplo, el aumento de los niveles de •NO en las células del músculo liso de las 
arterias tiene como consecuencia su unión al grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble desplazando un 
residuo de histidina del lado distal, lo cual conduce a su activación. La elevación de la concentración de 
cGMP inicia una cascada de señalización, que finalmente conduce a la regulación de la actividad de 
numerosas quinasas y a la transcripción de diversos genes (Senzaki et al., 2001). Así, el aumento de los 
niveles de cGMP da lugar a la activación de una cascada de señalización mediada por la Proteína 
Quinasa G (PKG), comenzando con la fosforilación de proteínas reguladoras de las concentraciones 
intracelulares de calcio, proteínas del citoesqueleto y la cadena ligera regulatoria de la miosina de 
músculo liso. 
Por otro lado, a concentraciones fisiológicas, el •NO inhibe la enzima mitocondrial citocromo c 
oxidasa (complejo IV) compitiendo con el O2. Esta interacción pone de manifiesto que la acción del •NO 
sobre la mitocondria es capaz de dar lugar a un fenómeno llamado “hipoxia metabólica” en la cual, 
existiendo una concentración normal de O2, la célula es incapaz de utilizarlo (Xu et al., 2005). Además, el 
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•NO puede tener un efecto de modificación postraduccional sobre diversas proteínas. Entre estas 
modificaciones cabe destacar la S-nitrosilación de residuos de cisteína, que afecta drásticamente a la 
función de las proteínas (Stamler et al., 2001). Un ejemplo de proteínas que se nitrosilan son las 
caspasas, cuya S-nitrosilación viene acompañada de la inhibición de la apoptosis (Li et al., 1997; Rossig 
et al., 2000; Tenneti et al., 1997). Finalmente, el •NO puede formar enlaces de coordinación con el átomo 
de hierro de las hemoproteínas, como es el caso de la hemoglobina (Rogers et al., 2005) o la guanilato 
ciclasa, mencionado anteriormente (Stone y Marletta, 1994). Tal y como se tratará en el segundo bloque 
de esta tesis, también existen receptores nucleares que son hemoproteínas en los que el •NO funciona 
como ligando. 
Un modo importante de inactivación del •NO tiene lugar cuando reacciona con el anión superóxido 
(O2
‒•), formándose peroxinitrito (ONOO‒), un potente oxidante. Este compuesto puede causar daño 
oxidativo, nitración y S-nitrosilación de biomoléculas, tanto proteínas como lípidos y DNA (Lee et al., 
2003; Mikkelsen y Wardman, 2003). El estrés nitrosativo por ONOO‒ se ha implicado en daño en el DNA, 
seguido de activación de PARP (poly-ADP-ribose polymerase) (Ridnour et al., 2004). Por lo tanto, debido 
a su potente reactividad química y a su alta difusibilidad, la producción de •NO está bajo un complejo y 
riguroso control para dictar la especificidad de su señalización y limitar la toxicidad a otros componentes 
celulares. 
 
2. Las Óxido Nítrico Sintasas. 
Las NOSs son enzimas homodiméricas constituidas por dominios de plegamiento independiente 
unidos por un polipéptido que contiene una secuencia de unión a calmodulina. Si bien poseen claras 
diferencias en sus extremos N- y C-terminales, el núcleo catalítico lo constituyen estos dos dominios 
(Figura 1).  
El dominio hemo-oxigenasa corresponde aproximadamente a la mitad amino terminal de la proteína. 
Posee un sitio de unión para el sustrato L-Arginina (L-Arg), que se coloca sobre el grupo hemo (Fe 
protoporfirina IX) y para el cofactor (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4). Este dominio, es 
funcionalmente similar a los citocromos de la familia P450, en tanto en cuanto realiza reacciones de 
monooxigenación y presenta una cisteína que ejerce de ligando axial del Fe del grupo hemo en su forma 
de tiolato. Sin embargo, no existe homología entre el dominio hemo-oxigenasa de las NOSs y los 
citocromos P450, siendo además su plegamiento radicalmente diferente. La unión de L-Arg y BH4 en el 
entorno del grupo hemo causa alteraciones en el campo electrónico en torno al átomo de hierro, que 
tienen su reflejo en una transición de bajo spin a alto espín en el espectro de UV/visible (Marletta, 1994; 
Rodriguez-Crespo et al., 1997; Stuehr, 1997). En la región más N-terminal de este dominio existe un 
grupo zinc-tiolato estructural, formado por un átomo de zinc coordinado en conformación tetraédrica con 
los grupos tiol (-SH) de dos pares de cisteínas, localizadas simétricamente en la interfase del dímero 
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(Crane et al., 1999; Fischmann et al., 1999; Raman et al., 1998). Mutaciones en estas cuatro cisteínas, 
dan lugar a una enzima incapaz de unir Zn, BH4 y L-Arg, con lo que se inhibe la síntesis de •NO, lo que 
sugiere que el grupo zinc-tiolato es fundamental para la estabilidad de la interfase del dímero y como 
consecuencia, para la actividad enzimática de las NOSs (Hemmens et al., 2000; Miller et al., 1999b; 
Raman et al., 1998; Scheele et al., 2001). El dominio reductasa, que se corresponde aproximadamente 
con la mitad C-terminal de la enzima, posee sitios de unión para el sustrato NADPH (donador de 
electrones) así como para los cofactores FMN y FAD. Este dominio presenta homología de secuencia 
con la NADPH-citocromo P450 reductasa (CYPOR).  
 
Figura 1. Dominios estructurales de las óxido nítrico sintasas. A) Las NOSs son enzimas homodiméricas 
constituidas por dominios de plegamiento independiente, el dominio hemo-oxigenasa y el dominio reductasa, 
unidos por un polipéptido que contiene una secuencia de unión a calmodulina (CaM-L). El núcleo catalítico lo 
constituyen estos dos dominios, si bien poseen diferencias en sus extremos N- y C-terminales. La nNOS presenta 
en su extremo N-terminal un dominio PDZ y un sitio de unión de DLC8/DYNLL1 (DLC8-L) y la iNOS un motivo de 
unión a dominios PDZ (PDZ-L) en su extremo C-terminal. B) El dominio hemo-oxigenasa presenta una cisteína que 
ejerce de ligando axial del Fe del grupo hemo en su forma de tiolato y posee un sitio de unión para el cofactor BH4 
y para el sustrato L-Arg, que se coloca sobre el grupo hemo. En este dominio existe un grupo zinc-tiolato, formado 
por un átomo de zinc coordinado en conformación tetraédrica con los grupos tiol (-SH) de dos pares de cisteínas, 
localizadas simétricamente en la interfase del dímero. El dominio reductasa posee sitios de unión para el sustrato 
NADPH (donador de electrones), así como para los cofactores FMN y FAD. Se ha dibujado el lazo autoinhibitorio 
que corresponde a una secuencia de 40-50 aminoácidos presente en la mitad del dominio de unión de FMN de las 
isoformas constitutivas, que desestabiliza la unión de CaM a bajas concentraciones de calcio e inhibe la 
transferencia de electrones del FMN al grupo hemo. Una vez unido el NAPDH actúa como donador de electrones 
produciéndose la transferencia de éstos al FAD, a continuación al FMN, el cual los cede al dominio oxigenasa 
donde tiene lugar la reacción de síntesis de L-citrulina y •NO a partir de L-Arg. Se han indicado las posiciones de 
los aminoácidos para las isoformas humanas. 
 
Las tres Óxido Nítrico Sintasas, a pesar de diferenciarse en tamaño (de 130 a 160 kDa) presentan 
homología de secuencia, con aproximadamente un 55% de identidad, siendo aún mayor en las regiones 
implicadas en la catálisis. Las diferentes isoformas presentan propiedades bioquímicas comunes y un 
esquema catalítico similar. Empleando O2 y NADPH como cosustratos, catalizan la oxidación de la L-Arg 
para generar L-citrulina y •NO, a través del intermediario N-hidroxi-L-Arginina (NOHA) (Marletta, 1994). 
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Esta reacción compleja que requiere la participación de cofactores redox (el grupo hemo, BH4 y las 
flavinas FAD y FMN), un átomo de Zn tetracoordinado estructural y la unión de Ca2+/calmodulina 
(Ca2+/CaM). La reacción transcurre mediante dos etapas de monooxigenación consecutivas tipo 
citocromo P450, en las que se lleva a cabo una oxidación en la que intervienen 5 electrones (Figura 2). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 2. Síntesis de óxido nítrico por las NOS. Las NOS sintetizan óxido nítrico (•NO) empleando como 
sustrato L-Arginina y como cosustratos O2 y NADPH. En la primera etapa de la reacción, una molécula de O2 y dos 
electrones del NADPH son consumidos para la conversión de L-Arg en N-hidroxi-L-Arginina (NOHA). En la 
segunda etapa, otra molécula de O2 y un electrón adicional del NADPH son necesarios para convertir NOHA en L-
citrulina y •NO. Figura adaptada de (Sabat et al., 2013). 
 
En eucariotas, las enzimas que contienen flavinas catalizan un amplio espectro de reacciones 
bioquímicas, tales como reacciones oxidasa, deshidrogenasa y monooxigenasa. La mayoría de las 
flavoproteínas contienen o bien FMN o FAD como grupos prostéticos; sin embargo pocas contienen 
ambos cofactores. En mamíferos, CYPOR fue la primera de estas enzimas que se aisló y caracterizó 
(Dignam y Strobel, 1975; Yasukochi y Masters, 1976), si bien posteriormente se han descrito otras 5 
enzimas con dos flavinas: las tres óxido nítrico sintasas (Bredt et al., 1991; Schmidt et al., 1992),  
Metionina Sintasa Reductasa (MetSRed) (Leclerc et al., 1998) y NR1 (Novel Reductase 1) (Paine et al., 
2000). La metionina sintasa es una enzima clave en el ciclo de metionina y cataliza la transmetilación de 
homocisteína a metionina en una reacción dependiente de cobalamina que emplea metiltetrahidrofolato 
como donador de grupo metilo (Banerjee et al., 1997). Por otro lado, la metionina sintasa reductasa es 
una flavoproteína dual cuya actividad es suficiente para mantener la actividad metionina sintasa en 
presencia de NADPH (Olteanu y Banerjee, 2001). La reductasa NR1 también une FMN, FAD y NADPH. 
Esta enzima se expresa de forma abundante en diversas líneas de células cancerosas humanas y por 
ello se piensa que pueda desempeñar un papel importante en la activación (o desactivación) de fármacos 
empleados en terapia de cáncer, activados mediante reducción por un electrón (Paine et al., 2000). 
CYPOR, la más caracterizada de estas enzimas, se encuentra en el retículo endoplásmico de la 
mayoría de las células eucariotas y es un componente del sistema monooxigenasa de transferencia de 
electrones desde el NADPH a los citocromos P450 vía los cofactores FAD y FMN. En CYPOR, el NADPH 
transfiere dos electrones en la forma de ion hidruro al FAD, seguido de la transferencia de un solo 
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electrón al mismo tiempo al FMN, produciéndose el FMNH2, que sirve como donador para el aceptor 
proteico (McLean et al., 2007). CYPOR también puede donar electrones a hemo-oxigenasa (Schacter et 
al., 1972), al citocromo b5, al sistema de elongación de ácidos grasos (Ilan et al., 1981) y puede reducir al 
citocromo c (Williams y Kamin, 1962). La región N-terminal de CYPOR comparte una llamativa homología 
en la secuencia de aminoácidos con las flavodoxinas que contienen FMN, mientras que la región C-
terminal muestra similitudes con las ferredoxina-NADP+ reductasas que contienen FAD, lo que llevó a 
proponer que CYPOR evolucionó a partir de la fusión de estas dos proteínas ancestrales (Porter, 1991). 
En las NOSs el FAD y el FMN en el dominio reductasa aceptan electrones del NADPH y los 
transfieren al dominio hemo-oxigenasa. El dominio C-terminal es homólogo y funcionalmente similar a 
CYPOR, si bien en las NOSs en la mitad N-terminal está presente un dominio hemo-oxigenasa, de modo 
que los electrones del NADPH son transferidos desde el dominio reductasa de la NOS al centro activo, 
que es donde el O2 y la L-Arg se transforman en •NO y L-citrulina. Así, el papel del dominio reductasa 
puede equipararse al de CYPOR, que dona electrones a las enzimas de la familia de los citocromos 
P450. El papel fundamental de los cofactores flavina es permitir que un donador de dos electrones como 
es el NADPH, done electrones a un aceptor de un solo electrón, el hemo, a través de la formación de 
intermedios radicales semiquinona estables. En todas estas diflavina-reductasas los electrones fluyen en 
dirección NADPH→FAD→FMN y este flujo es posible gracias a que los potenciales redox están 
equilibrados termodinámicamente. Se ha sugerido que el flujo de electrones entre las dos flavinas es el 
punto de control donde actúa la CaM ya que la transferencia de electrones desde el FAD al FMN es más 
lento en ausencia de Ca2+/CaM (Matsuda y Iyanagi, 1999). El efecto de la unión de la CaM es cinético 
más que termodinámico ya que la unión de Ca2+/CaM no tiene apenas efecto en los potenciales redox de 
las flavinas (Noble et al., 1999). Hay que destacar que la transferencia electrónica ocurre en trans, es 
decir, el dominio FMN de una cadena polipeptídica dona su electrón al dominio hemo de la otra 
(Siddhanta et al., 1996), una de las principales razones por la que el monómero es inactivo. Por otro lado, 
se sabe que la unión del sustrato L-Arg y del cofactor BH4 promueve la dimerización ya que ambos se 
unen cerca de la interfase entre monómeros. 
Inmediatamente después de su purificación de forma recombinante en bacterias, las NOSs se 
encuentran en estado férrrico. En el caso concreto de la iNOS, la proteína purificada está en bajo espín 
con un potencial redox de ‒347 mV (Presta et al., 1998). La unión del sustrato (L-Arg) aumenta este 
potencial a ‒235 mV. Aunque aparentemente este aumento es similar al efecto que ejerce la unión del 
sustrato en los citocromos P450, esta forma de la enzima con arginina unida es inactiva ya que no tiene 
unida BH4. La adición de BH4 a la enzima promueve la transición a alto espín con un potencial redox de ‒
295 mV y la posterior adición de arginina aumenta el potencial redox a ‒263 mV. En la nNOS, la enzima 
con BH4 unida tiene un potencial redox aún más positivo, de ‒257 mV, que aumenta ligeramente a ‒248 
mV tras la posterior unión de arginina. Así pues, en ausencia de arginina el potencial redox del hemo de 
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la nNOS es más positivo que el de las flavinas en el dominio reductasa (‒274 mV para FMN/FMN•). La 
nNOS está menos acoplada que el sistema P450 y es posible reducir el hierro incluso cuando no hay 
sustrato unido. Como consecuencia, es posible que este desacoplamiento (“uncoupling”) produzca 
superóxido desde el centro activo. El descubrimiento de que in vitro la nNOS produce más superóxido 
que la iNOS es consecuente con el hecho de que el potencial redox del hemo de la nNOS es más 
positivo, tanto en ausencia como en presencia de BH4. 
Con el Proyecto Genoma Humano completado se puede afirmar que hay 57 genes y más de 59 
pseudogenes clasificados en las 18 familias y 43 subfamilias de citocromos P450 identificados. Sin 
embargo, aunque todos ellos son monooxigenasas capaces de aceptar electrones de la citocromo P450 
reductasa que llegan al grupo hemo de su centro activo, ninguno de ellos puede sintetizar •NO. Ello se 
debe a que a lo largo de la evolución, las NOSs han llegado a ser las únicas hemoproteínas que también 
requieren de una pterina como cofactor. La síntesis de •NO sólo tiene lugar cuando ésta se encuentra en 
su estado máximo de reducción (BH4) (Stuehr, 1997), si bien, el poder reductor de la BH4 no se consume 
pasando ésta a BH2, tal y como ocurre en las aminoácido hidroxilasas. Las óxido nítrico sintasas en su 
estado activo requieren del cofactor redox BH4 para la transformación de L-Arg en N-hidroxi-L-Arg y de N-
hidroxi-L-Arg en L-citrulina si bien después de un ciclo catalítico la BH4 vuelve a su estado reducido. 
Además, la presencia de BH4 es fundamental para la estabilización de los homodímeros de NOSs 
(RodriguezCrespo et al., 1996). 
La similitud de secuencia entre el dominio reductasa de las NOSs y CYPOR fue advertida por Bredt 
y Snyder (Bredt y Snyder, 1990) cuando llevaron a cabo la clonación de la primera óxido nítrico sintasa, 
la nNOS. Las posteriores clonaciones de la iNOS (Xie et al., 1992) y de la eNOS (Lamas et al., 1992a), 
revelaron que las tres isoformas de las NOSs de mamífero poseían, a continuación de su núcleo 
catalítico constituido por los dominios hemo-oxigenasa y reductasa, un módulo carboxi-terminal ausente 
CYPOR. La posterior clonación de las otras dos di-flavina reductasas dependientes de NADPH 
identificadas en mamíferos, NR1 y MetSRed, ha demostrado que tampoco estas dos enzimas poseen 
estas extensiones C-terminales (Figura 3). Tal y como se comentará a lo largo de la presente tesis 
doctoral, esta extensión C-terminal es determinante para regular la actividad de las tres isoformas, en el 
caso de la nNOS y eNOS a través de una fosforilación en un residuo de Ser específico, mientras que en 
el caso de la iNOS a través de su unión a proteínas con dominios PDZ (Postsynaptic density-95/ Discs-
large A/ Zonula occludens-1 homology). 
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CaM FMN  
Elemento autoinhibitorio(AH)
 FMN
FAD  
CD2A
 FAD NADPH  
 NADPH C-terminal
NR1     -------------------------MPSPQLLVLFGSQTGTAQDVSERLGREARRRRLGCRVQALDSYPVVNL-----INEPLVI    55 
CYPOR   --------------------VEKMKKTGRNIIVFYGSQTGTAEEFANRLSKDAHRYGMRGMSADPEEYDLADLSSLPEIDNALVV   137 
nNOS    KRRAIGFKKLAEAVKFSAKLMGQAMAKRVKATILYATETGKSQAYAKTLC-EIFKHAFDAKVMSMEEYDIVHLE-----HETLVL   808 
eNOS    ITRKKTFKEVANAVKISASLMGTVMAKRVKATILYGSETGRAQSYAQQLG-RLFRKAFDPRVLCMDEYDVVSLE-----HETLVL   568 
iNOS    KRREIPLKVLVKAVLFACMLMRKTMASRVRVTILFATETGKSEALAWDLG-ALFSCAFNPKVVCMDKYRLSCLE-----EERLLL   587 
MetSRed --------------------TVTCLEVMRRFLLLYATQQGQAKAIAEEMCEQAVVHGFSADLHCISESDKYDLKT----ETAPLV    81 
             * 
 
                                              
NR1     FVCATTGQGDPPDNMKNFWRFIFRKNLPSTALCQ------------------------------------------MDFAVLGLG    98 
CYPOR   FCMATYGEGDPTDNAQDFYDWLQET---DVDLSG------------------------------------------VKFAVFGLG   177 
nNOS    VVTSTFGNGDPPENGEKFGCALMEMRHPNSVQ---EERKSYKVRFNSVSSYSDSQKSSGDGPDLRDNFESAGPLANVRFSVFGLG   890 
eNOS    VVTSTFGNGDPPENGESFAAALMEMSGPYNSSPRPEQHKSYKIRFNSISCSDPLVSSWRRKRKESSNTDSAGALGTLRFCVFGLG   653 
iNOS    VVTSTFGNGDCPGNGEKLKKSLFMLKELNNKF---------------------------------------------RYAVFGLG   627 
MetSRed VVVSTTGTGDPPDTARKFVKEIQNQTLPVDFFAH------------------------------------------LRYGLLGLG   124 
             #                                        * 
 
                           
NR1     DSSYAKFNFVAKKLHRRLLQLGGSALLPVCLGDDQHELGPDAAVDPWLRDLWDRVLGLYPPPPGLTEIPPGVPLPSKF-------   176 
CYPOR   NKTYEHFNAMGKYVDKRLEQLGAQRIFELGLGDDDGNLEEDFIT--WREQFWPAVCEHFG--VEATGEESSIRQYELV-------   251 
nNOS    SRAYPHFCAFGHAVDTLLEELGGERILKMREGDELCGQEEAFRT--WAKKVFKAACDVFCVGDDVNIEKANNSLISND-------   966 
eNOS    SRAYPHFCAFARAVDTRLEELGGERLLQLGQGDELCGQEEAFRG--WAQAAFQAACETFCVGEDA--KAAARDIFSPK-------   727 
iNOS    SSMYPRFCAFAHDIDQKLSHLGASQLTPMGEGDELSGQEDAFRS--WAVQTFKAACETFDVRGKQ--HIQIPKLYTSN-------   701 
MetSRed DSEYTYFCNGGKIIDKRLQELGARHFYDTGHADDCVGLELVVEP--WIAGLWPALRKHFRSSRGQEEISGALPVASPASLRTDLV   207 
           # 
 
                                                         
NR1     ---------------------------------------------TLLFLQEAPSTGSEG---------------QRVAHPGSQE   201 
CYPOR   ---------------------------------------------VHTDIDAAKVYMGEM---------------GRLKSYENQK   276 
nNOS    ---------------------------------------------RSWKRNKFRLTFVA-----------------EAPELTQGL   989 
eNOS    ---------------------------------------------RSWKRQRYRLSAQA-----------------EGLQLLPGL   750 
iNOS    ---------------------------------------------VTWDPHHYRLVQDS-----------------QPLDLSKAL   724 
MetSRed KSELLHIESQVELLRFDDSGRKDSEVLKQNAVNSNQSNVVIEDFESSLTRSVPPLSQASLNIPGLPPEYLQVHLQESLGQEESQV   292 
     
 
                         
NR1     PPSESK-PFLAPMISNQRVTGPSHFQDVRLIEFDILGS-GISFAAGDVVLIQPSNSAAHVQRFCQVLGLDPDQLFMLQPREPD--   282 
CYPOR   PPFDAKNPFLAAVTTNRKLN-QGTERHLMHLELDISDS-KIRYESGDHVAVYPANDSALVNQLGKILGADLDVVMSLNNLDEE--   357 
nNOS    SNVHKKRVSAARLLSRQNLQSPKSSRSTIFVRLHTNGSQELQYQPGDHLGVFPGNHEDLVNALIERLEDAPPVNQMVKVELLEER  1074 
eNOS    IHVHRRKMFQATIRSVENLQSSKSTRATILVRLDTGGQEGLQYQPGDHIGVCPPNRPGLVEALLSRVEDPPAPTEPVAVEQLE-K   834 
iNOS    SSMHAKNVFTMRLKSRQNLQSPTSSRATILVELSCEDGQGLNYLPGEHLGVCPGNQPALVQGILERVVDGPTPHQTVRLEALD--   807 
MetSRed SVTSADPVFQVPISKAVQLTTNDAIKTTLLVELDISNT-DFSYQPGDAFSVICPNSDSEVQSLLQRLQLEDKREHCVLLKIKADT   376 
  
 
                                                                            
NR1     --------VSSPTRLPQPCSMRHLVSHYLDIASVPRRSFFELLACLSLHELEREKLLEFSSAQGQ--EELFEYCNRPRRTILEVL   357 
CYPOR   --------SNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQELLRKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILAIL   434 
nNOS    NTALGVISNWTDELRLPPCTIFQAFKYYLDITTPPTPLQLQQFASLATSEKEKQRLLVLSKGLQEYEEWKWGKN----PTIVEVL  1155 
eNOS    GSPGGPPPGWVRDPRLPPCTLRQALTFFLDITSPPSPQLLRLLSTLAEEPREQQELEALSQDPRRYEEWKWFRC----PTLLEVL   915 
iNOS    --ESG--SYWVSDKRLPPCSLSQALTYFLDITTPPTQLLLQKLAQVATEEPERQRLEALCQ-PSEYSKWKFTNS----PTFLEVL   883 
MetSRed K----KKGATLPQHIPAGCSLQFIFTWCLEIRAIPKKAFLRALVDYTSDSAEKRRLQELCSKQGAADYSRFVRD--ACACLLDLL   455 
  
 
                                                                   
NR1     CDFPHTAAAIPPDYLLDLIPVIRPRAFSIASSLLTHPSRLQILVAVVQFQTRLKE--PRRGLCSSWLASLDPGQ-----------   429 
CYPOR   QDCP--SLRPPIDHLCELLPRLQARYYSIASSSKVHPNSVHICAVVVEYETKAGR--INKGVATNWLRAKEPAGENG--------   507 
nNOS    EEFP--SIQMPATLLLTQLSLLQPRYYSISSSPDMYPDEVHLTVAIVSYRTRDGEGPIHHGVCSSWLNRIQADE-----------  1227 
eNOS    EQFP--SVALPAPLLLTQLPLLQPRYYSVSSAPSTHPGEIHLTVAVLAYRTQDGLGPLHYGVCSTWLSQLKPGD-----------   987 
iNOS    EEFP--SLRVSAGFLLSQLPILKPRFYSISSSRDHTPTEIHLTVAVVTYHTRDGQGPLHHGVCSTWLNSLKPQD-----------   955 
MetSRed LAFP--SCQPPLSLLLEHLPKLQPRPYSCASSSLFHPGKLHFVFNIVEFLSTATTEVLRKGVCTGWLALLVASVLQPNIHASHED   538 
                                  Δ 
 
                      
NR1     ----GPVRVPLWVR-PGSLAFPETPDTPVIMVGPGTGVAPFRAAIQE-RVAQG-QTGN-----FLFFGCRWRDQDFYWEAEWQEL   502 
CYPOR   ----GRALVPMFVR-KSQFRLPFKATTPVIMVGPGTGVAPFIGFIQE-RAWLR-QQGKEVGETLLYYGCRRSDEDYLYREELAQF   585 
nNOS    -------LVPCFVRGAPSFHLPRNPQVPCILVGPGTGIAPFRSFWQQ-RQFDIQHKGMNPCPMVLVFGCRQSKIDHIYREETLQA  1304 
eNOS    -------PVPCFIRGAPSFRLPPDPSLPCILVGPGTGIAPFRGFWQE-RLHDIESKGLQPTPMTLVFGCRCSQLDHLYRDEVQNA  1064 
iNOS    -------PVPCFVRNASGFHLPEDPSHPCILIGPGTGIAPFRSFWQQ-RLHDSQHKGVRGGRMTLVFGCRRPDEDHIYQEEMLEM  1032 
MetSRed SGKALAPKISISPRTTNSFHLPDDPSIPIIMVGPGTGIAPFIGFLQHREKLQEQHPDGNFGAMWLFFGCRHKDRDYLFRKELRHF   623 
  
 
                                      
NR1     EKRDCLT-LIPAFSR-----EQEQ-KVYVQHRLR-ELGSLVWELLDRQGAYFYLAGNAKSMPADVSEALMSIFQEEGGLCSPDAA   579 
CYPOR   HRDGALTQLNVAFSR-----EQSH-KVYVQHLLK-QDREHLWKLIEG-GAHIYVCGDARNMARDVQNTFYDIVAELGAMEHAQAV   662 
nNOS    KNKGVFRELYTAYSR-----EPDKPKKYVQDILQEQLAESVYRALKEQGGHIYVCGDVT-MAADVLKAIQRIMTQQGKLSAEDAG  1383 
eNOS    QQRGVFGRVLTAFSR-----EPDNPKTYVQDILRTELAAEVHRVLCLERGHMFVCGDVT-MATNVLQTVQRILATEGDMELDEAG  1143 
iNOS    AQKGVLHAVHTAYSR-----LPGKPKVYVQDILRQQLASEVLRVLHKEPGHLYVCGDVR-MARDVAHTLKQLVAAKLKLNEEQVE  1111 
MetSRed LKHGILTHLKVSFSRDAPVGEEEAPAKYVQDNIQ-LHGQQVARILLQENGHIYVCGDAKNMAKDVHDALVQIISKEVGVEKLEAM   707 
                                   * 
 
           
NR1     AYLARLQQTRRFQTETWA------------------------------------------   597 
CYPOR   DYIKKLMTKGRYSLDVWS------------------------------------------   680 
nNOS    VFISRMRDDNRYHEDIFGVTLRTYEVTNRLRSESIAFIEESKK-DTDEVFSS--------  1434 
eNOS    DVIGVLRDQQRYHEDIFGLTLRTQEVTSRIRTQSFSLQERQLRGAVPWAFDPPGSDTNSP  1203 
iNOS    DYFFQLKSQKRYHEDIFGAVFPYEAKKDRVAVQPSSLEMSAL------------------  1153 
MetSRed KTLATLKEEKRYLQDIWS------------------------------------------   725 
                        Δ                * 
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Figura 3. Alineamiento de las secuencias de las tres reductasas identificadas en mamíferos que unen 
NADPH y dos flavinas, NADPH-citocromo P450 reductasa (CYPOR), Novel Reductase 1 (NR1), Metionina 
Sintasa Reductasa (MetSRed) junto con los dominios reductasa de las tres NOSs humanas. Se llevó a cabo 
el alineamiento de las secuencias con el programa Clustal. Se ha indicado la región de unión de CaM en las NOSs, 
así como las regiones de unión de FMN, FAD y NADPH. En morado se han señalado los elementos reguladores 
inhibitorios, como el elemento autoinhibitorio (AH) presente en las isoformas constitutivas, el lazo CD2A (Knudsen 
et al., 2003) y las extensiones C-terminales. # y Δ indican respectivamente los residuos aromáticos implicados en 
la unión a los anillos de FMN y FAD. Los residuos que son fosforilados, como la Thr495 en la región de unión de 
CaM de la eNOS, la Ser presente en el lazo autoinhibitorio de las isoformas constitutivas, la Tyr1055 conservada 
que al menos en la iNOS es fosforilada por Src y la Ser presente en la extensión C-terminal de las isoformas 
constitutivas cuya fosforilación conlleva un aumento en la actividad de estas isoformas se han marcado en rojo y 
se han señalado mediante un asterisco. El dominio reductasa de las NOSs presenta gran homología de secuencia 
con la citocromo P450 reductasa, así como con las dos reductasas identificadas posteriormente; sin embargo, las 
tres NOSs de mamíferos poseen extensiones C-terminales ausentes en las otras tres proteínas.  
 
Los estudios de actividad realizados con mutantes de deleción recombinantes en los que se han 
eliminado los primeros 226 aminoácidos de la nNOS (Brenman et al., 1995), los primeros 52 aminoácidos 
de la eNOS (Rodriguez-Crespo et al., 1997) o los primeros 65 aminoácidos de la iNOS (Ghosh et al., 
1997) muestran que el extremo amino terminal de las NOSs no está implicado en la síntesis de •NO ya 
que todos estos mutantes son activos. Sin embargo, in vivo, este extremo sí que parece jugar un papel 
importante en la localización subcelular de cada una de las isoformas, bien por interacción a través de 
dicho dominio con otras proteínas celulares, como es el caso de la nNOS, o bien por modificación 
postraduccional de mismo, como sucede en la eNOS y la iNOS. 
Quizá la principal diferencia entre las tres isoformas de NOS se refiere a su proceso de activación. 
Mientras que las isoformas endotelial y neuronal necesitan un incremento en los niveles intracelulares de 
calcio para que se produzca la unión de Ca2+/CaM, unión que además en su caso es reversible, la 
activación de la iNOS es independiente de Ca2+ gracias a que su gran avidez por Ca2+/CaM hace que la 
enzima sea activa a los niveles basales de Ca2+ intracelular. Durante muchos años se asumió que la 
regulación de la síntesis de •NO por parte de la iNOS ocurría de manera transcripcional (Cho et al., 1992; 
MacMicking et al., 1997). Hoy en día, se sabe que la palmitoilacion N-terminal de la iNOS (Navarro-Lerida 
et al., 2006; Navarro-Lerida et al., 2004), su fosforilación por parte de la quinasa Src (Tyryshkin et al., 
2010) o su asociación a proteínas con dominios PDZ a través de su extremo C-terminal (Glynne et al., 
2002; Navarro-Lerida et al., 2007) también regulan no sólo su localización subcelular sino también su 
actividad enzimática. 
Otra de las diferencias entre las tres isoformas tiene que ver con la fuerza de asociación de sus 
monómeros y la influencia de L-Arg y BH4 sobre la formación y estabilidad de los mismos. Estudios con 
los dominios hemo-oxigenasa y reductasa aislados utilizando la técnica del doble híbrido de levadura 
indican que sólo el dominio hemo-oxigenasa está implicado en la formación de dímeros para la iNOS, 
mientras que la interacción entre los dominios hemo-oxigenasa, entre los dominios reductasa y entre los 
dominios reductasa y hemo-oxigenasa son críticos para la dimerización de la nNOS y de la eNOS 
(Venema et al., 1997). 
     Página 13                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
Por otro lado, tal y como muestra la Figura 3, la longitud de esta extensión en el extremo C-terminal 
es de 42, 33 y 21 aminoácidos respectivamente para la eNOS bovina, la nNOS de rata y la iNOS de ratón 
y la tasa de síntesis de •NO por estas tres isoformas está inversamente relacionada con su longitud 
(Nishida y de Montellano, 2001). Estudios muy elegantes llevados a cabo por Bettie Sue Masters y 
colaboradores mostraron que la fusión de las extensiónes C-terminales de cada una de las NOSs a 
CYPOR bloqueaban la transferencia de electrones (Jachymova et al., 2005). La medida de la reducción 
de citocromo c dependiente de NADPH reveló una inhibición creciente de la actividad de CYPOR según 
aumentaba la longitud de la cola C-terminal añadida. 
Esta secuencia autoinhibitoria común a las tres isoformas se retuerce hacia atrás para interaccionar 
con el dominio flavina e interferir en la interacción entre las dos flavinas con lo que se atenúa la 
transferencia de electrones de forma independiente de CaM (Roman et al., 2000a; Roman et al., 2000b). 
Los datos cristalográficos de la nNOS indican que esta extensión C-terminal adopta una conformación 
helicoidal (Garcin et al., 2004), que funciona a modo de “tapadera” del dominio reductasa que obstruye la 
adecuada transferencia de electrones (Adak et al., 2001; Tiso et al., 2005). Como veremos, las isoformas 
constitutivas poseen en esta extensión C-terminal un residuo de serina conservado donde converge la 
actividad de varias quinasas. En la eNOS la fosforilación en la posición Ser1177 (para la proteína 
humana) y en la nNOS la fosforilación del residuo equivalente (Ser1412 en la isoforma de rata), inhabilita 
este elemento de control y con ello aumenta el flujo de electrones hacia el dominio hemo-oxigenasa. 
Consecuentemente, la fosforilación aumenta la producción de •NO, que en el caso de la eNOS es de dos 
a tres veces superior a los niveles basales (Lane y Gross, 2002). El grupo fosfato en esta posición 
también aumenta la actividad de la nNOS, mientras que su desfosforilación por fosfatasas la disminuye 
(Rameau et al., 2007). El átomo de oxígeno fosforilable de la Ser1412 de la nNOS de rata está dirigido 
hacia los residuos Glu916 y Asp918 negativamente cargados del dominio FMN (Garcin et al., 2004). Se 
ha propuesto que esta disposición justifica el mecanismo por el que la fosforilación de las isoformas 
constitutivas induce la activación. Así, el cambio conformacional inducido electrostáticamente estaría 
mediado por la repulsión de la carga negativa del grupo fosfato incorporado. De esta forma, la 
fosforilación de la nNOS en la Ser1412 activa la transferencia de electrones desde el dominio reductasa 
al dominio hemo-oxigenasa con lo que aumenta la síntesis de •NO y la consiguiente formación de cGMP 
(Rameau et al., 2007). En la isoforma inducible no existe un residuo equivalente que sea fosforilado; en 
su lugar, el extremo C-terminal constituye un motivo de unión a dominios PDZ de modo que la interacción 
con proteínas que contienen uno de estos dominios induce un cambio conformacional que conlleva a la 
retirada de la “tapadera”. Se han realizado deleciones carboxi-terminales en las isoformas constitutivas 
nNOS y eNOS (33 aminoácidos en la nNOS o 42 en la eNOS) y las proteínas recombinantes han sido 
purificadas y caracterizadas (Roman et al., 2000a). En ausencia de CaM, las isoformas truncadas de 
eNOS y nNOS fueron de 7 a 21 veces más activas, respectivamente, que las no truncadas. No obstante, 
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aunque las proteínas truncadas de nNOS y eNOS fueron capaces de sintetizar •NO en presencia de 
CaM, lo hicieron a tasas que eran respectivamente un 45 y un 33% de la de sus respectivas proteínas 
completas (Roman et al., 2000a). Estudios similares se han llevado a cabo con la isoforma inducible, que 
serán comentados más adelante.  
Esta comparación entre secuencias de la Figura 3 también pone de relieve la existencia de bucles 
internos. El primero de estos bucles autoinhibitorios descritos, el elemento autoinhibitorio (AH), 
corresponde a una secuencia de 40-50 aminoácidos en la mitad del dominio de unión de FMN de las 
isoformas dependientes de Ca2+ que no está presente en la iNOS (Nishida y de Montellano, 1998; 
Salerno et al., 1997). Este inserto polipeptídico desestabiliza la unión de CaM a bajas concentraciones de 
calcio e inhibe la transferencia de electrones del FMN al grupo hemo. Por otro lado, se ha visto que 
péptidos sintéticos derivados de esta inserción de 45 aminoácidos de la eNOS, impiden potentemente la 
unión de CaM a las isoformas constitutivas disminuyendo la actividad enzimática (Salerno et al., 1997). 
Tal mecanismo de control implicaría que el inserto debe ser desplazado para facilitar la unión de CaM. La 
deleción de esta región autorreguladora da lugar a una enzima con menor dependencia de CaM en lo 
que se refiere a su actividad reductasa y con menor sensibilidad a los niveles de Ca2+ (Chen y Wu, 2000; 
Daff et al., 1999; Montgomery et al., 2000; Nishida y de Montellano, 1999). 
Existe un tercer elemento autoinhibitorio, el lazo CD2A, que se encuentra en el dominio conector 
cuya secuencia se encuentra inmersa en el fragmento polipeptídico que se pliega dando lugar al 
subdominio que une FAD. En la eNOS, la isoforma que presenta la transferencia de electrones más lenta 
y las tasas de actividad más bajas, este lazo es 5 aa más largo que en la iNOS. Este lazo puede 
establecer interacciones electrostáticas con el subdominio que une FMN o con la región de unión de CaM 
ya que al igual que el elemento autoinhibitorio (AH) está a una distancia de la región de unión de CaM 
que permite una interacción directa. El lazo CD2A junto con el elemento autoinhibitorio regulan de forma 
cooperativa la transferencia de electrones dentro de los dominios reductasa de las isoformas constitutivas 
pero su función autoinhibitoria se ve enmascarada por el elemento autoinhibitorio que es dominante. Las 
interacciones electrostáticas entre el lazo CD2A y la región de unión de CaM y la CaM en sí misma, 
proporcionan la justificación estructural por la que el elemento CD2A atenúa la actividad dependiente de 
CaM (Knudsen et al., 2003). 
En definitiva, las tres isoformas de NOSs son enzimas complejas altamente reguladas y su 
actividad, y por tanto la producción de •NO por parte de cada una de ellas, está sujeta a una amplia 
variedad de controles transcripcionales, traduccionales y postraduccionales. Además del equilibrio de 
dimerización y la tasa de degradación, los principales mecanismos de modulación de las NOS son su 
localización subcelular (que limita tanto la disponibilidad de sustrato como su proximidad a proteínas, 
entre las que se encuentran los canales de calcio), fosforilación, acilación (miristoilación y palmitoilación) 
e interacción con otras proteínas. Todos estos mecanismos están interrelacionados, lo que conduce a un 
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complejo sistema de control para cada una de las isoformas de óxido nítrico sintasa que permite regular 
el tiempo, magnitud y distribución espacial de la liberación de •NO. 
 
3. La Óxido Nítrico Sintasa neuronal (nNOS-NOS1). 
La nNOS, descubierta por Bredt y Snyder (Bredt et al., 1991), es la isoforma más grande de las tres, 
con 1434 aminoácidos en el caso de la proteína humana y una masa molecular de 160,8 kDa. Su mayor 
tamaño se debe principalmente a una extensión N-terminal de unos 300 aminoácidos en la que está 
presente tanto un dominio PDZ (aa 14-105) como una secuencia polipeptídica que interacciona con la 
cadena ligera de dineína DLC8/DYNLL1 (Dynein Light Chain 8) (Bredt et al., 1991; Rodriguez-Crespo et 
al., 1998). Su actividad enzimática es dependiente de la unión de Ca2+ y CaM. Se expresa de forma 
constitutiva en neuronas específicas del cerebro, tanto en neuronas maduras como inmaduras (Chen et 
al., 2004; Jiang et al., 2004), donde se encuentra tanto en forma particulada como soluble (Hecker et al., 
1994), y su diferente localización subcelular contribuye a sus diversas funciones (Zhou y Zhu, 2009). 
Mediante inmunohistoquímica, además de en cerebro, la nNOS se ha identificado en la médula espinal, 
en los ganglios simpáticos, glándulas adrenales, en nervios nitrérgicos periféricos, en células epiteliales 
de varios órganos, en células de la mácula densa en riñón, en células de islotes pancreáticos, en 
músculo liso vascular y en músculo cardíaco (Forstermann et al., 1994). En mamíferos, la fuente principal 
de nNOS en términos de masa tisular es el músculo esquelético (Forstermann et al., 1994; Nakane et al., 
1993).  
Los principales mecanismos de modulación de la actividad de la nNOS son la localización subcelular 
y diversos factores que regulan su función, como son la dimerización, la fosforilación, la unión de CaM, la 
interacción con otras proteínas (con dominios PDZ), inhibidores de la nNOS, Hsp90 (Heat shock protein 
90) y caveolina-3. Por otro lado, puesto que el monómero de nNOS es inactivo, su dimerización y 
actividad viene determinada por los niveles celulares de BH4, hemo y L-Arg (Reif et al., 1999). 
 
3.1. Dimerización de la nNOS. 
Tal y como se ha mencionado anteriormente, la nNOS es activa en su forma dimérica, con una 
extensa interfase formada entre los dos dominios oxigenasa que crean sitios de unión de alta afinidad 
para BH4 y L-Arg (Crane et al., 1998; Fischmann et al., 1999). La dimerización aumenta la actividad de la 
nNOS, ya que al crear estos sitios de unión de alta afinidad se facilita el flujo de electrones, y puesto que 
la transferencia de electrones ocurre de un monómero a otro (Siddhanta et al., 1996), un monómero 
aislado de nNOS no puede sintetizar •NO. En el caso de la nNOS, también se dan interacciones entre los 
dominios reductasa y hemo-oxigenasa y entre los dos dominios reductasa (Panda et al., 2003; Venema 
et al., 1997). Puesto que tanto el cofactor BH4, como el hemo y la L-Arg estabilizan el dímero (Kamada et 
al., 2005), moléculas que compiten con la L-Arg en el centro activo tales como el inhibidor 7-nitroindazol 
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reducen la afinidad de BH4 y L-Arg y promueven la monomerización (Dunbar et al., 2004; Lajoix et al., 
2004). Además, la estabilización del dímero protege a la nNOS de proteólisis y la desestabilización del 
dímero de nNOS le hace más susceptible de ser fosforilado por PKC (Proteina quinasa C) e hidrolizado 
por tripsina. 
 
3.2. Localización subcelular de la nNOS. 
De forma general, la localización subcelular de las NOSs viene determinada por motivos localizados 
en su extremo N-terminal. Tanto en neuronas como en células musculares, la síntesis de •NO aparece 
frecuentemente regulada por medio de la localización de la nNOS en regiones subcelulares específicas 
mediada por proteínas adaptadoras. En el caso de la nNOS, la asociación de su dominio PDZ con otras 
proteínas neuronales determina su enriquecimiento en las densidades post-sinápticas (Luo y Zhu; Zhou y 
Zhu, 2009). El dominio PDZ de la nNOS presenta cuatro formas diferentes de asociación a otras 
proteínas celulares (Doucet et al., 2012). Por un lado, mediante interacciones laterales PDZ/PDZ puede 
unirse a sintrofina o PSD-95 (Postsynaptic density protein-95). Por otro lado, a través de su dominio PDZ 
puede interaccionar directamente con extremos C-terminales ácidos (de CAPON (Carboxy-terminal PDZ 
ligand of nNOS), por ejemplo) o con secuencias internas (Vac14). Finalmente, el domino PDZ de la 
nNOS puede asociarse a la distrofina, de forma específica a sus repeticiones tipo espectrina R16 y R17, 
lo cual resulta en su translocación al sarcolemma de las células musculares (Lai et al., 2013). Todas 
estas interacciones determinan su distribución subcelular y/o la actividad de la enzima. De hecho, la 
nNOS se localiza en membranas a través de la unión con sintrofina, PSD-95 o PSD-93 (Postsynaptic 
density protein-93) (Brenman et al., 1996b). 
De hecho, la diferente localización subcelular de la nNOS en neuronas, astrocitos o células 
musculares puede contribuir a sus diversas funciones. Por ejemplo, Rothe y colaboradores mostraron 
que en cerebro, la inmunorreactividad de la nNOS en neuronas se distribuía principalmente en el citosol 
lejos de las membranas, en forma de parche (Rothe et al., 1998). Durante los seis primeros días del 
cultivo de astrocitos corticales de cerebro de rata, la inmunorreactividad de la nNOS se encontraba 
principalmente en el citoplasma. Sin embargo, en el día 7 se encontró principalmente en el núcleo y esta 
localización nuclear tenía una duración de 10 horas. Después volvía al citoplasma. Más recientemente se 
ha visto en algunas partes de células neurales y gliales la localización nuclear de la nNOS, sin tinción en 
el citoplasma (Korzhevski et al., 2007). 
 
3.3. Fosforilación de la nNOS. 
La fosforilación de la nNOS es importante para su actividad. Su estado de fosforilación está regulado 
por diversas quinasas y fosfatasas, tales como PKA (Cyclic AMP-dependent protein kinase o Proteína 
quinasa A), CaMK (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase), PKC o la proteína fosfatasa 1, todas 
     Página 17                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
ellas proteínas reguladas por diferentes factores intra y extracelulares. Sin embargo, la fosforilación en 
distintas posiciones afecta a la actividad de la nNOS de forma diferente. Así, CaMKII 
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II) fosforila a la nNOS en la Ser847, lo que reduce la 
actividad al inhibir la unión de Ca2+/CaM. La localización de la Ser847 dentro del lazo autoinhibitorio 
conlleva que cuando se encuentra fosforilada se impida el desplazamiento del lazo incluso en presencia 
de altas concentraciones de Ca2+/CaM, reduciendo así la actividad de la nNOS. Por el contrario, la 
proteína fosfatasa 1 disminuye la fosforilación en esta posición, con lo que aumenta la actividad de la 
nNOS (Rameau et al., 2004). 
Asimismo, la fosforilación de la Ser741 por CaMKI (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase I) 
encontrada en células transfectadas también inhibe la actividad de la nNOS (Song et al., 2004). 
La fosforilación en Ser1412 aumenta la actividad de la nNOS, mientras que su desfosforilación por 
fosfatasas la disminuye (Rameau et al., 2007). Este residuo, al igual que en la eNOS forma parte de la 
módulo carboxi-terminal que se encuentra al final del dominio reductasa y los datos cristalográficos 
indican que adopta una conformación helicoidal (Garcin et al., 2004), y funciona a modo de “tapadera” del 
dominio reductasa obstruyendo la adecuada transferencia de electrones (Adak et al., 2001; Tiso et al., 
2005) (Figura 4). Se ha descrito que la fosforilación de la nNOS en la Ser1412 en neuronas y en músculo 
esquelético la pueden llevar a cabo al menos Akt/PKB (Proteína quinasa B) (Fulton et al., 1999; Rameau 
et al., 2007; Sanchez-Blazquez et al., 2010), PKA (Yen et al., 2011) y AMPK (AMP-activated protein 
kinase) (Chen et al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura del dominio reductasa de la nNOS de rata en ausencia de CaM (PDB 1TLL). Los 
diagramas de cintas muestran el dominio FMN (amarillo) encajado en el dominio NADPH/FAD (azul) en una 
conformación oculta del FMN. Del extremo N-terminal al C-terminal: Dominio FMN (amarillo), dominio de conexión 
(verde) con una región bisagra flexible (magenta) y una horquilla β (ciano), el dominio NADPH-FAD (azul oscuro), 
el módulo carboxi-terminal helicoidal (rojo) que regula el flujo de electrones. El NADP+ (magenta) y los cofactores 
FAD y FAD (azul claro) y el FMN (dorado) se muestran con palitos. Figura adaptada de (Feng, 2012). 
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3.4. Interacción de la nNOS con otras proteínas. 
La unión de calmodulina regula la actividad de la nNOS en función de la concentración intracelular 
de Ca2+ (Li y Poulos, 2005). La CaM funciona como activador alostérico de la nNOS ya que en ausencia 
de CaM y Ca2+ el flujo de electrones desde el FAD al FMN se reduce (Matsuda y Iyanagi, 1999). La unión 
de CaM a la nNOS facilita el flujo de electrones desde el NADPH a las flavinas del dominio reductasa y 
del dominio reductasa al hemo (Guan y Iyanagi, 2003; Roman y Masters, 2006). A las concentraciones 
basales de Ca2+ la nNOS es inactiva mientras que cuando existen estímulos que aumentan dichos 
niveles, la  CaM se une a la nNOS activándola.  
La unión a Hsp90 y caveolina-3 también regula la actividad de la nNOS. Se ha detectado un 
aumento en la producción de •NO tras la formación de complejos nNOS-Hsp90 (Bender et al., 1999). En 
cambio, en músculo esquelético la unión de la nNOS a caveolina-3 suprime la síntesis de •NO al interferir 
con la unión de Ca2+/CaM (Stamler y Meissner, 2001). 
Como se ha comentado, la nNOS cuenta en su extremo N-terminal con un dominio PDZ que 
participa en la formación de dímeros activos e interacciona con numerosas proteínas en regiones 
específicas de la célula, contribuyendo a su localización subcelular y/o a su actividad enzimática; la 
asociación de su dominio PDZ con otras proteínas neuronales determina su enriquecimiento en las 
densidades post-sinápticas (Luo y Zhu; Zhou y Zhu, 2009). Las proteínas que tienen dominios PDZ se 
localizan típicamente en compartimentos especializados de la célula que son importantes para la 
agrupación de componentes de vías de transducción de señales en complejos múltiples. La actividad de 
la nNOS en localizaciones discretas subcelulares se consigue mediante el anclaje a la membrana o a 
proteínas citosólicas vía su dominio PDZ. El dominio PDZ de la nNOS presenta diversos modos 
diferentes de interacción con proteínas celulares. Experimentos llevados a cabo con una librería de 
péptidos en combinación con ensayos de doble híbrido de levadura, revelaron que la cavidad del dominio 
PDZ de la nNOS muestra una clara preferencia por proteínas celulares con residuos ácidos en el extremo 
C-terminal. De hecho, los ligandos proteicos cuyo extremo C-terminal se introduce en el dominio PDZ de 
la nNOS, presentan preferentemente la secuencia consenso -G(D/E)XV (Schepens et al., 1997; Stricker 
et al., 1997). Poco después, se demostró que la proteína CAPON, que presenta un motivo C-terminal 
cuya secuencia es -EIAV y que se expresa en grandes cantidades en el cerebro, también se unía al 
dominio PDZ de la nNOS. De hecho, CAPON compite con PSD-95 por la interacción con nNOS, de modo 
que puede influir en la nNOS mediante la regulación de su capacidad de asociarse con los complejos 
PSD-95/NMDAR (Jaffrey et al., 1998). Los resultados obtenidos en estudios de unión indican que 
CAPON está asociada estequiométricamente con la nNOS soluble (Jaffrey et al., 2002). De forma similar, 
se ha descrito que el extremo C-terminal de otras proteínas neuronales como el receptor de melatonina (-
V-D-S-V), fosfofuctoquinasa-M (-EAAV) o NIDD (nNOS-interacting DHHC domain-containing protein with 
dendritic mRNA) (-EDIV) también se introduce en la cavidad del dominio PDZ de la nNOS (Firestein y 
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Bredt, 1999; Saitoh et al., 2004; Tochio et al., 1999). Además, la nNOS presenta una horquilla β a 
continuación del dominio PDZ (Hillier et al., 1999; Wang et al., 2000a) que media la formación de dímeros 
PDZ/PDZ de nNOS/PSD-95 y nNOS/α1-sintrofina en células neuronales (Hillier et al., 1999; Wang et al., 
2000a). 
PSD-95 a través de su dominio PDZ1, se une al extremo C-terminal de las subunidades de los 
NMDARs (Receptores de glutamato ionotrópicos de tipo N-Metil-D-Aspartato) y a través de su dominio 
PDZ2 al dominio PDZ de la nNOS formando así un complejo ternario en neuronas (Brenman et al., 
1996a; Christopherson et al., 1999). Consecuentemente, la entrada de Ca2+ a través del NMDAR conlleva 
la producción de •NO mediante la activación de la nNOS mientras que la sobre-estimulación del NMDAR 
se cree que es responsable de la excitotoxidad mediada por nNOS (Doucet et al., 2012). Dado que el 
dominio PDZ de α1-sintrofina puede también asociarse con los NMDARs, se asume que todas estas 
proteínas residen en las proximidades de la densidad postsináptica (Cui et al., 2007). 
 
3.5. Funciones fisiológicas y patológicas de la nNOS. 
En los últimos años, un número cada vez mayor de estudios ha confirmado la importancia de nNOS 
en diversos procesos de señalización sináptica. Se ha visto cómo la nNOS está implicada en la 
modulación de funciones fisiológicas como el aprendizaje, memoria y neurogénesis (Zhou y Zhu, 2009). 
En el sistema nervioso central, la actividad de la nNOS está implicada en la regulación a largo plazo de la 
transmisión sináptica (tanto inhibición como potenciación a largo plazo) (Izumi et al., 1992; Izumi y 
Zorumski, 1993; Odell et al., 1991; Schuman y Madison, 1991). Se sospecha que la comunicación 
retrógrada a través de las uniones sinápticas está implicada en la formación de memoria y en modelos 
animales existen pruebas de que inhibidores de nNOS perjudican el aprendizaje y producen amnesia 
(Bohme et al., 1993; Holscher y Rose, 1992). También existen pruebas de que el •NO formado en el 
sistema nervioso central por la nNOS está implicado en la regulación de la presión sanguínea (Elkarib et 
al., 1993; Sakuma et al., 1992; Togashi et al., 1992). El bloqueo de la actividad de la nNOS en la médula 
y en el hipotálamo provoca hipertensión sistémica (Toda et al., 2009).  
En la periferia, numerosos tejidos musculares lisos están inervados por nervios nitrérgicos, es decir, 
nervios que contienen nNOS y generan y liberan •NO. El óxido nítrico producido por la nNOS en estos 
nervios puede ser considerado como un neurotransmisor no usual que estimula a la guanilato ciclasa 
sensible a •NO en sus células efectoras, con lo que disminuye el tono de diversos tipos de músculo liso 
incluyendo los vasos sanguíneos (Forstermann, 2000; Forstermann et al., 1994). La idea clásica de que la 
eNOS es la principal responsable de la regulación del tono vascular en la periferia, ha sido cuestionada 
mediante un estudio en humanos con S-metil-L-tiocitrulina (SMTC), un inhibidor selectivo de la nNOS. Este 
agente reduce el flujo sanguíneo basal en el antebrazo humano y en la circulación coronaria. Este efecto 
puede revertirse con L-Arg. Además, la SMTC no afecta la vasodilatación clásica mediada por eNOS en 
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respuesta a acetilcolina, sustancia P o fuerzas de rozamiento hemodinámicas. Estos resultados son 
coherentes con la idea de que la nNOS juega un papel importante en la regulación de tono vascular, 
independiente de los efectos de nNOS en el sistema nervioso central. Así pues, eNOS y nNOS pueden 
tener distintos papeles en la regulación fisiológica del tono microvascular humano in vivo (Melikian et al., 
2009). Es interesante resaltar que las células de la musculatura lisa vascular también expresan nNOS en 
bajos niveles, y se ha visto que mantiene cierto grado de vasodilatación cuando la eNOS, que es 
predominante, no es funcional (Schwarz et al., 1999). 
Los nervios nitrérgicos que contienen nNOS son responsables de la erección del pene, mediante la 
relajación de la muscultura lisa del cuerpo cavernoso (Kim et al., 1991; Rajfer et al., 1992). También en el 
cuerpo cavernoso, el cGMP modula la relajación de la musculatura lisa inducida por •NO (Rajfer et al., 
1992). De las diversas fosfodiesterasas que degradan cGMP en el cuerpo cavernoso la más abundante es 
la isoforma 5 (Turko et al., 1999). Así pues, una actividad residual de nNOS es esencial para el efecto 
proeréctil de inhibidores selectivos de la fosfodiesterasa 5 como el sildenafil (Viagra®) (Turko et al., 1999). 
La nNOS también está implicada en diversas patologías, ya que la señalización anormal por •NO 
contribuye a una gran variedad de patologías neurodegenerativas tales como la excitotoxicidad tras un 
derrame cerebral, esclerosis múltiple, Alzheimer y Parkinson (Steinert et al., 2010). En neuronas, la 
hiperactividad de la nNOS debida a su estimulación por entrada masiva de Ca2+ ha sido implicada en la 
muerte neuronal mediada por NMDAR en accidentes cerebrovasculares (Lipton et al., 1993), 
fundamentalmente debido a la excitotoxicidad del •NO. Los altos niveles de óxido nítrico también pueden 
producir reducción de la energía metabólica debido a la inhibición de la respiración mitocondrial y de la 
glicolisis (Brown, 2010). Finalmente, algunas alteraciones del tono de la musculatura lisa en el tracto 
gastointestinal pueden estar relacionadas con una producción excesiva de •NO por nNOS en nervios 
nitrérgicos periféricos (Lefebvre, 2002; Tottrup et al., 1991). 
 
4. La Óxido Nítrico Sintasa endotelial (eNOS-NOS3). 
La eNOS, inicialmente identificada por Lamas y Michel (Lamas et al., 1992b) se expresa 
principalmente en células endoteliales, si bien también se encuentra en miocitos cardiacos, plaquetas, 
ciertas neuronas del cerebro, en sincitio-trofoblastos de la placenta humana y en las células del epitelio 
tubular renal LLC-PK1 (Forstermann, 2000; Forstermann et al., 1994). Al igual que para la nNOS, la unión 
de Ca2+/CaM es importante para la regulación de su actividad. La eNOS sintetiza •NO de forma pulsátil, 
aumentando la actividad de la enzima cuando aumenta la concentración intracelular de Ca2+ ya que el 
Ca2+ induce la unión de CaM (Hemmens y Mayer, 1998). En condiciones fisiológicas, la sensibilidad 
celular al •NO generado por el endotelio próximo es realmente asombrosa. Se ha podido determinar que 
incrementos pulsátiles en concentraciones de •NO cercanas a 1 pM dan lugar a ~30 nM de cGMP, lo cual 
es más que suficiente para activar a las quinasas dependientes de cGMP (Batchelor et al., 2010). Por 
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este motivo, la eNOS es una enzima altamente regulada, cuya actividad está modulada de muy 
diferentes maneras. 
 
4.1. Los ciclos acilación-desacilación de la eNOS. 
Numerosos resultados experimentales de los grupos de Michel y Sessa han demostrado que el 
extremo N-terminal de la eNOS está doblemente acilado: miristoilado en Gly2 y palmitoilado en Cys15 y 
Cys26, lo que dirige a esta isoforma a rafts/caveolas (Michel y Vanhoutte, 2010; Sessa, 2004). La 
miristoilación de la eNOS tiene lugar en la glicina que está dentro de una secuencia consenso N-terminal 
que no aparece en ninguna de las otras dos isoformas y, a diferencia de la palmitoilación, que es un 
proceso reversible y dinámicamente regulado, la miristoilación es irreversible. La presencia de varios 
residuos hidrofóbicos en la proximidad de las dos cisteínas (una repetición (Gly-Leu)5) es responsable 
probablemente de la unión de los palmitatos en posiciones tan distantes. De hecho, la eliminación de las 
cinco leucinas que flanquean las cisteínas palmitoiladas, impide la palmitoilación (Liu et al., 1997). Tanto 
los sitios de miristoilación como de palmitoilación de la eNOS residen fuera del núcleo catalítico de la 
enzima (Figura 5), y una eNOS recombinante purificada que carece de los 52 aminoácidos N-terminales 
muestra actividad idéntica a la proteína silvestre (Rodriguez-Crespo et al., 1997). Por otro lado, células 
HEK293 transfectadas con un mutante de la eNOS Cys15/26Ser que no puede ser palmitoilado liberan 
menos •NO que las células transfectadas con la enzima silvestre, lo que sugiere que la palmitoilación 
juega un papel importante en determinar la liberación óptima de •NO en células intactas. La disminución 
de la liberación del gas en los mutantes no palmitoilables no es atribuible a alteraciones en las 
propiedades catalíticas ya que las enzimas silvestre y mutante purificadas son cinéticamente idénticas. 
Dado que la palmitoilación es necesaria para la localización de la eNOS en caveolas, esta localización 
regula la frecuencia y magnitud de liberación de •NO en respuesta al estímulo in vivo (Liu et al., 1996). El 
doble mutante Cys15/26Ser de eNOS (miristoilado pero no palmitoilado), aunque se asocia a fracciones 
membranosas en la misma medida que la proteína silvestre (Liu et al., 1996; Liu et al., 1997), no puede 
dirigirse de forma selectiva a las caveolas de la membrana plasmática (Garcia-Cardena et al., 1996; 
Shaul et al., 1996). En definitiva, el papel de la palmitoilación es dirigir a la eNOS a caveolas, de forma 
que se restringe la señalización por •NO a dianas específicas dentro de un microentorno limitado en la 
superficie celular (Garcia-Cardena et al., 1996). Además, estudios realizados con péptidos sintéticos que 
corresponden al extremo N-terminal de la eNOS han mostrado que el péptido miristoilado y doblemente 
palmitoilado se asocia preferentemente con membranas enriquecidas en colesterol y esfingomielina, dos 
especies lipídicas especialmente abundantes en las rafts/caveolas (Yelamos et al., 2006). Estudios muy 
elegantes realizados en células endoteliales con proteínas mutantes de eNOS fusionadas a GFP 
mostraron que el mutante no palmitoilable Cys15/26Ser se excluye de la membrana plasmática y se 
concentra en un patrón perinuclear difuso (Sowa et al., 1999). Además la recuperación de fluorescencia 
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tras fotoblanqueamiento del mutante no palmitoilable es dos veces más rápida que la de la eNOS-GFP 
silvestre, indicando que la palmitoilación puede influir en el tráfico subcelular. De hecho, la palmitoilación 
de la eNOS hace que la proteína sea menos móvil en las bicapas lipídicas, lo que apoya la idea de que 
esta modificación postraduccional es un mecanismo de “trampa cinética” que media las interacciones de 
la eNOS en Golgi y en microdominios de la membrana plasmática (Sowa et al., 1999). Finalmente, la 
sobreexpresión de APT1 (Acyl-protein thioesterase-1) acelera la despalmitoilación de la eNOS en células 
COS-7 cotransfectadas con eNOS y APT1 y esta despalmitoilación catalizada por APT1 es potenciada 
por Ca2+/CaM, un activador alostérico clave de la eNOS (Yeh et al., 1999). 
En resumen, la N-miristoilación es necesaria para la asociación de eNOS a membrana y tráfico 
subcelular a través del complejo de Golgi de células transfectadas, mientras que la palmitoilación influye 
en su direccionamiento a caveolas (Liu et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Estructura tridimensional del dominio hemo-oxigenasa de la eNOS. En la parte superior se señala la 
posición del Zn2+, BH4, L-Arg y grupo hemo. En la parte inferior se muestra en detalle la estructura atómica del 
centro activo, con la Cys186 (tiolato que ejerce de ligando proximal) y el sustrato L-Arg en el lado distal del anillo 
tetrapirrólico. Adaptada de (Feng, 2012). 
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4.2. La localización subcelular de la eNOS. 
Como se ha mencionado, en células endoteliales quiescentes, la eNOS se localiza específicamente 
en el aparato de Golgi y en pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática denominadas caveolas 
(Figura 6). Estos microdominios de la membrana se definen por la presencia de caveolina, una proteína 
de andamiaje tripalmitoilada (Sessa, 2004; Sowa et al., 1999). Las caveolas no sólo secuestran a la 
eNOS sino también diversos receptores y proteínas de señalización de diversas vías de transducción de 
señales, incluyendo proteínas acopladas a receptores G, proteínas G, receptores de factores de 
crecimiento y canales de calcio. Como se comentará posteriormente, la caveolina-1 es un efector 
negativo de la eNOS que al unirse directamente inhibe su actividad (Garcia-Cardena et al., 1997; Ju et 
al., 1997; Michel et al., 1997). Además de en el Golgi y en la membrana plasmática, parte de la eNOS se 
localiza asociada al cioesqueleto, encontrándose en un estado inactivo (Jiang et al., 2003; Sessa, 2004). 
 
Figura 6. Regulación de la activación y la localización de la eNOS. La eNOS funcional es dimérica y se localiza 
en el aparato de Golgi y en las caveolas de la membrana plasmática. 1) En el estado basal o inactivo (izquierda), la 
eNOS se localiza en las caveolas donde se asocia a caveolina-1, que ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzima. 
2) Además, la eNOS se encuentra constitutivamente fosforilada en la Thr495 por acción de la PKC, lo que impide 
su asociación con CaM. 3) En condiciones de estrés oxidativo, la eNOS también puede inhibirse por la fosforilación 
de PYK2 en la Tyr657 que se localiza dentro del dominio de unión de FMN. 4 y 5) Tras el estímulo celular 
apropiado (derecha), la eNOS y la caveolina-1 se disocian (proceso probablemente asistido por la GTPasa 
dinamina), la Thr495 se desfosforila lo que permite la unión de la CaM, se promueve la asociación de la chaperona 
Hsp90. De forma simultánea tiene lugar la fosforilación activadora de la Ser1177, por ejemplo por la acción de 
Akt/PKB. Todo ello conduce a la activación de la eNOS. 6) En células endoteliales expuestas a fuerzas de 
rozamiento debidas al flujo sanguíneo, lo que se conoce como “shear stress”, la eNOS se localiza en las uniones 
célula-célula donde puede interaccionar con PECAM-1 y con la proteína adaptadora Gab-1. PECAM-1 
probablemente medie la activación gracias a su función como andamiaje para la unión de moléculas de 
señalización como tirosina quinasas, la tirosina fosfatasa SHP2, o la proteína de andamiaje Gab1, formándose un 
complejo que en definitiva regula la fosforilación y activación de la eNOS por un mecanismo dependiente de PKA 
Figura adaptada de (Fleming, 2010)). 
 
 
Agonistas como la bradiquinina promueven el recambio de palmitato de la eNOS al igual que otras 
proteínas implicadas en señalización que se palmitoílan de un modo reversible. En definitiva, la acilación 
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de la eNOS determina su localización subcelular, lo que está directamente relacionado con su actividad. 
Tras su activación parece que la eNOS se transloca al citosol, aunque no existe unanimidad. La 
discrepancia se debe a que gran parte de la eNOS se localiza en el complejo de Golgi, donde se detecta 
actividad de la misma. De las dos posibilidades, bien que la eNOS se active en el complejo de Golgi o 
bien que lo haga en la membrana plasmática y posteriormente se transloque al Golgi, la segunda 
hipótesis es la más aceptada (Govers y Rabelink, 2001).  
 
4.3. La fosforilación de la eNOS. 
Diversas serina, treonina y tirosina quinasas celulares pueden fosforilar a la eNOS (Figura 7). 
Aunque existen numerosos sitios putativos de fosforilación, las consecuencias funcionales de la 
fosforilación en la Ser1177 (en la isoforma humana, Ser1179 en la bovina) que se encuentra en la 
extensión C-terminal al final del dominio reductasa y de la fosforilación en la Thr495 (que corresponde 
con la Thr497 bovina) dentro del dominio de unión de CaM, son sin duda las más estudiadas.  
Figura 7. Esquema representativo de las fosforilaciones activadoras e inhibidoras descritas en la eNOS. La 
numeración corresponde a la proteína humana. Figura adaptada de (Fleming, 2010). 
  
Utilizando anticuerpos anti-fosfo Ser1177 se ha podido demostrar que en células endoteliales en 
cultivo no estimuladas, en esta posición la eNOS no está apenas fosforilada. Sin embargo, tras 
estimulación con VEGF (Factor de crecimiento derivado de endotelio) (Fulton et al., 1999; Michell et al., 
2001), bradiquinina (Fleming et al., 2001; Schneider et al., 2003) o fuerzas de rozamiento hemodinámicas 
(Dimmeler et al., 1999; Gallis et al., 1999) se fosforila rápidamente. La fosforilación de la Ser1177, induce 
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un cambio conformacional que estimula el flujo de electrones dentro del dominio reductasa, aumenta la 
sensibilidad al Ca2+ de la enzima y representa un mecanismo adicional e independiente de activación de 
la eNOS (Fleming y Busse, 2003; McCabe et al., 2000). La fosforilación de la eNOS por Akt/PKB 
(Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999; Michell et al., 1999) y AMPK (Chen et al., 1999) y otras cuatro 
quinasas más (PKA (Zhang et al., 2006), cGK-I/PKG (cGMP-dependent protein kinase I o PKG) (Butt et 
al., 2000), Chk1 (Checkpoint kinase 1) (Park et al., 2011) y CaMKII) que convergen en la misma serina 
activadora ha sido ampliamente descrita y en todos los casos la fosforilación se correlaciona con 
activación y aumento de la síntesis de •NO (Dudzinski y Michel, 2007). La regulación de la actividad de 
las quinasas implicadas en este proceso varía según el estímulo aplicado. Por ejemplo, los estrógenos y 
el VEGF desencadenan la fosforilación de la eNOS principalmente vía la serina/treonina quinasa 
Akt/PKB; la insulina probablemente activa tanto Akt/PKB como AMPK; la inducción de la fosforilación por 
bradiquinina, ionóforos de Ca2+ y thapsigargina se ve mediada por CaMKII y las fuerzas de rozamiento 
hemodinámicas desencadenan la fosforilación principalmente a través de la activación de PKA. Estudios 
llevados a cabo con ratones deficientes en Akt1 que expresaban la eNOS con mutaciones en el sitio de 
fosforilación por esta quinasa (Ser1176 en ratón), bien que la hicieran constitutivamente activa 
(Ser1176Asp) o no fosforilable (Ser1176Ala), demostraron que Akt1 es un regulador muy importante de la 
función de eNOS también in vivo (Schleicher et al., 2009). De hecho, la angiogénesis postnatal defectiva 
característica de los ratones Akt1(-/-) fue rescatada cuando estos ratones se cruzaron con otros que 
expresaban la eNOS constitutivamente activa, pero no cuando se cruzaron con los ratones que 
expresaban la eNOS no fosforilable (Schleicher et al., 2009). 
La Thr495 (Thr497 en la eNOS bovina) está constitutivamente fosforilada bajo condiciones no 
estimuladas en todas las células endoteliales investigadas y se trata de un sitio regulador negativo, es 
decir, su fosforilación está asociada con una disminución de la actividad de la enzima (Fleming et al., 
2001; Harris et al., 2001; Michell et al., 2001). Esta fosforilación es probable que interfiera con la unión de 
CaM a la hélice anfipática que conecta ambos dominios (Figura 8). De hecho, la desfosforilación de la 
Thr495 se asocia con estímulos que elevan la concentración intracelular de Ca2+ y aumentan la actividad 
de la eNOS. Se une considerablemente más calmodulina a la eNOS en células endoteliales estimuladas 
con agonistas como bradiquinina, histamina o un ionóforo de Ca2+ cuando la Thr495 no está fosforilada 
(Fleming y Busse, 2003; Fleming et al., 2001). Sin embargo la desfosforilación de esta treonina también 
se ha visto que favorece el desacoplamiento de la eNOS, con su consiguiente producción de O2
‒ (Lin et 
al., 2003). Por lo tanto la fosforilación/desfosforilación de la Thr495 puede ser un mecanismo intrínseco 
interruptor que determina si la eNOS genera •NO frente a superóxido en las células. La quinasa 
constitutivamente activa que probablemente fosforila a la eNOS en la Thr495 es PKC, aunque no está 
claro qué isofoma(s) están implicadas (Fleming et al., 2001; Matsubara et al., 1996; Michell et al., 2001). 
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Figura 8. La fosforilación de la eNOS en Thr495 en la hélice a la que se une la calmodulina es una 
modificación inactivante. En ausencia de fosforilación, la Thr495 interacciona con los residuos Met124 y Glu127 
de la CaM. La eNOS fosforilada en Thr495 is incapaz de unir CaM. 
 
Pese a que la activación de la eNOS está ligada a cambios simultáneos en la fosforilación de 
Ser1177 y Thr495, existen otros sitios de fosforilación. Por ejemplo, la Ser633 se localiza dentro de uno 
de los lazos autoinhibitorios que se pliega de modo tal que físicamente impide el acceso de calmodulina a 
su sitio de unión, con lo que se bloquea la actividad de la enzima. Aunque la Ser633 puede ser 
fosforilada in vitro por PKA y PKG (Butt et al., 2000), la relevancia funcional de esta observación no está 
clara y los escasos estudios experimentales que inicialmente comparaban el potencial de la fosforilación 
en la Ser1177 con la Ser633 en la regulación de la actividad de la eNOS concluyeron que la Ser1177 
jugaba un papel más importante en la regulación de la producción de •NO, mientras que la fosforilación 
en la Ser633 no podía ser detectada o no existían consecuencias evidentes debidas a la fosforilación 
(Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999). Probablemente in vivo, la eNOS sea fosforilada por PKA en 
Ser633 tras la estimulación por fuerzas de rozamiento hemodinámicas, VEGF, 8-Br-cAMP o bradiquinina, 
aunque en menor nivel que en Ser1177 y Thr495 (Boo et al., 2002; Michell et al., 2002). De cualquier 
manera hay que destacar que la mimetización de la fosforilación mediante la mutación de Ser por Asp, 
aumentó en dos veces la actividad de la proteína purificada (Michell et al., 2002). 
La fosforilación en la Ser615 por parte de PKA y Akt/PKB fue identificada mediante mapeo de 
fosfopéptidos. La mimetización de la fosforilación en la Ser615 aumenta significativamente la sensibilidad 
a Ca2+/CaM de la eNOS pero no cambia la actividad de la enzima (Michell et al., 2002). Sin embargo, la 
Ser615 parece ser importante para la regulación de la fosforilación en otros sitios así como para 
interacciones proteína-proteína y el ensamblaje del denominado “signalosoma” de eNOS (Bauer et al., 
2003). 
La Ser114 está constitutivamente fosforilada y aunque inicialmente se describió que bradiquinina, 
ácido lisofosfatídico (Kou et al., 2001) y fuerzas de rozamiento hemodinámicas (Gallis et al., 1999) 
aumentaban su fosforilación, más recientemente se ha descrito que se trata de un sitio regulador 
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negativo que puede ser más importante para la regulación de la síntesis de •NO inducida por ciertos 
agonistas, en contraposición con la síntesis en condiciones basales (Bauer et al., 2003). 
La Tyr81, presente en el dominio hemo-oxigenasa se fosforila en condiciones de estrés oxidativo o 
cuando se sobreexpresa v-Src (Fulton et al., 2005). Parece que esta fosforilación no modifica la actividad 
de la eNOS directamente pero puede modular la sensibilidad de la enzima por Ca2+, alterar interacciones 
proteína-proteína o cambiar la localización subcelular. La fosforilación de la Tyr81 dependiente de Src 
tiene lugar tras la estimulación de células endoteliales con agonistas como thapsigargina, VEGF, 
bradiquinina, ATP, esfingosina-1-fosfato, estrógeno, angiopoietina y acetilcolina (Fulton et al., 2008). 
La Tyr657 se localiza dentro del dominio de unión de FMN y se ha visto que se fosforila en células 
que sobreexpresan tanto c-Src como PYK2 (Proline-rich tyrosine kinase), siendo la quinasa PYK2 la que 
se considera responsable de la fosforilación in vivo (Fisslthaler et al., 2008). Parece que su fosforilación 
tiene una función reguladora negativa. Si se observa la estructura cristalina de la nNOS, la fosforilación 
de un residuo de tirosina (Tyr889 en la nNOS de rata), que está en las proximidades del dominio FMN 
podría impedir su movimiento, bloqueando al dominio FMN en su posición aceptora de electrones que no 
podría transferirlos al módulo catalítico, con lo que se inhibiría la actividad de la enzima (Garcin et al., 
2004). Dado que la Tyr657 es el residuo equivalente en la secuencia de la eNOS humana, es muy 
probable que su fosforilación esté asociada con una pérdida de la producción de •NO (Fleming, 2010). 
 
4.4. Interacción de la eNOS con otras proteínas. 
La actividad de la eNOS está regulada por interacción con numerosas proteínas celulares, siendo la 
calmodulina la primera asociación descrita (Busse y Mulsch, 1990). Esta proteína citosólica de 16.7 kDa 
consta de dos dominios globulares unidos por una hélice α y posee cuatro motivos de unión a Ca2+, dos 
en el extremo amino y dos en el carboxilo con una estructura conocida como “mano E-F”. Su estructura 
depende de la concentración de Ca2+ intracelular ya que adopta dos conformaciones diferentes en 
función de su asociación con este catión (Babu et al., 1985). Cuando existe un estímulo que aumenta los 
niveles intracelulares de Ca2+, se une a la CaM y en ese momento la CaM se une a la eNOS en un 
fragmento polipeptídico compuesto por una hélice anfipática situado entre los dominios hemo-oxigenasa 
y reductasa de la misma, región bisagra. Esto provoca el desplazamiento de la región autorreguladora 
(Nishida y de Montellano, 1999; Salerno et al., 1997) adoptando una conformación que permite el flujo de 
electrones desde el dominio reductasa al hemo-oxigenasa y la síntesis de •NO. La asociación de CaM a 
su sitio de unión en la eNOS está determinada por múltiples interacciones moleculares, así como por la 
fosforilación/desfosforilación de la Thr495 (Fleming et al., 2001). También se ha demostrado que otros 
procesos, como la unión de Hsp90 y la fosforilación de la Ser1177 afectan la asociación de CaM con la 
eNOS (Gratton et al., 2000). Hay autores que han propuesto que la fosforilación de la propia CaM pueda 
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producir un efecto inhibitorio sobre la eNOS, contrario al efecto activador que en condiciones normales 
ejerce esta proteína (Greif et al., 2004). 
La unión de caveolina-1 a su sitio de unión (Phe350-Trp358) en la eNOS inicialmente se propuso 
que antagonizaba con la unión de CaM y con ello inhibía la actividad de la enzima (Fulton et al., 2002; 
Garcia-Cardena et al., 1997). En un principio se propuso que el sitio de unión de caveolina residía entre 
el dominio hemo y la región de unión de CaM junto a un residuo de glutamato que es necesario para la 
unión de L-Arg. Ese trabajo sugería que caveolina-1 podía interferir en la reducción del hierro del hemo 
(Garcia-Cardena et al., 1997). Sin embargo, el análisis de la estructura cristalina de la eNOS indica que 
es poco probable que este sitio pueda ser accesible. Por otro lado, otros investigadores han observado 
que existe interacción tanto del dominio N-terminal como del C-terminal de caveolina-1 y el dominio 
hemo-oxigenasa de la eNOS (Ju et al., 1997). Posteriormente se ha comprobado que caveolina-1 
interacciona independientemente tanto con el dominio hemo-oxigenasa como con el reductasa de la 
eNOS y que la unión con el dominio reductasa compromete su capacidad para unir CaM y donar 
electrones al grupo hemo inhibiendo de esta forma la síntesis de •NO (Ghosh et al., 1998). 
La chaperona Hsp90 (Heat shock protein 90) está implicada en el plegamiento de las NOSs y se ha 
demostrado que es necesaria para la incorporación del hemo en la proteína inmadura (Billecke et al., 
2002). Además, Hsp90 participa como parte integrante de numerosas cascadas de señalización gracias a 
su función como molécula de andamiaje. Hsp90 se puede asociar con la eNOS en células endoteliales en 
reposo, mientras que la estimulación con VEGF, histamina, el flujo sanguíneo y los estrógenos aumentan 
la interacción entre Hsp90 y eNOS al mismo tiempo que aumenta la síntesis de •NO (Garcia-Cardena et 
al., 1998). De hecho, la estimulación con VEGF recluta a eNOS y Akt/PKB a una región adyacente del 
mismo dominio de Hsp90, con lo que facilita la fosforilación de eNOS por Akt/PKB y su activación 
(Fontana et al., 2002). La asociación de Hsp90 y eNOS parece estar determinada por la fosforilación de 
tirosina de ambas proteínas estimulada por el agonista y, en condiciones de estrés nitrosativo, Hsp90 
puede ser S-nitrosilada en un residuo de su dominio C-terminal lo que afecta a su capacidad de 
interaccionar con otras (Retzlaff et al., 2009). Se esperaría que estas modificaciones en la actividad de 
Hsp90 tuvieran consecuencias en la regulación de la eNOS ya que, como se ha comentado, muchas de 
las quinasas que se ha visto que fosforilan a la eNOS en serina o treonina físicamente interaccionan con 
la enzima a través de la unión con Hsp90 (Fontana et al., 2002). Por otro lado, dado que tanto la 
actividad ATPasa de Hsp90 como su efecto positivo en la actividad de la eNOS resultan inhibidos tras su 
S-nitrosilación, esto podría suponer un mecanismo de regulación de la actividad de la eNOS por el 
producto de la reacción que cataliza, cuando sus niveles intracelulares sean lo suficientemente elevados 
(Martinez-Ruiz et al., 2005). 
Se ha descrito la interacción de la eNOS con otras muchas proteínas como por ejemplo la guanilato 
ciclasa soluble, de modo que la proximidad de ambas proteínas aumentaría la efectividad de la 
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señalización por •NO y reduciría la posibilidad de inactivación de •NO por O2
‒ intracelular (Venema et al., 
2003). También se ha descrito que la eNOS aumenta su actividad al unirse a la GTPasa dinamina-2 (Cao 
et al., 2001). PECAM-1 (Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 también llamada CD31) (Dusserre 
et al., 2004), que se concentra en los contactos célula-célula y media uniones homofílicas entre células 
endoteliales adyacentes también se une a la eNOS. Lo más probable es que PECAM-1 medie la 
activación de las células endoteliales en respuesta a fuerzas de rozamiento hemodinámicas gracias a su 
función como andamiaje para la unión de moléculas de señalización como tirosina quinasas, la tirosina 
fosfatasa SHP2 (Src homology 2-containing protein tyrosine phosphatase 2), o la proteína de andamiaje 
Gab1 (Grb2-associated binder 1) (Fleming, 2010). Por último, eNOS también interacciona directamente 
con el receptor B2 de bradiquinina, el receptor AT1 de angiotensina II y el receptor de endotelina-1 
(Marrero et al., 1999). 
 
4.5. Funciones fisiológicas de la eNOS. 
La eNOS es un regulador homeostático de numerosas funciones cardiovasculares esenciales. El 
•NO que produce dilata todo tipo de vasos sanguíneos mediante la estimulación de la guanilato ciclasa 
soluble y el aumento de cGMP en células de músculo liso (Forstermann et al., 1986; Ignarro et al., 1986; 
Rapoport et al., 1983). La deleción del gen de la eNOS conlleva un aumento de la presión sanguínea 
(Huang et al., 1995; Shesely et al., 1996). Además, el •NO liberado hacia la luz del vaso es un potente 
inhibidor de la agregación plaquetaria y de la adhesión a la pared vascular (Alheid et al., 1987; Busse et 
al., 1987; Radomski et al., 1987). Además de proteger frente a trombosis, el •NO también impide la 
liberación del factor de crecimiento derivado de plaquetas que estimula la proliferación de la musculatura 
lisa y su producción de moléculas de la matriz. La eNOS también es crítica en la remodelación vascular 
adaptativa a cambios crónicos en el flujo (Rudic et al., 1998). 
La eNOS controla la expresión de genes implicados en aterogénesis. El •NO disminuye la expresión 
de la proteína quimioatrayente MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1), que juega un papel clave en 
el reclutamiento subendotelial de monocitos (Zeiher et al., 1995). El óxido nítrico puede también inhibir la 
adhesión leucocitaria a la pared del vaso, bien interfiriendo con la capacidad de la molécula de adhesión 
de leucocitos CD11/CD18 para unirse a la superficie celular endotelial o bien suprimiendo la expresión de 
dicha molécula en leucocitos (Arndt et al., 1993; Kubes et al., 1991). Dado que la adhesión leucocitaria es 
una etapa temprana en el desarrollo de ateroesclerosis, el •NO puede proteger contra el comienzo de la 
misma. 
El endotelio actúa como una barrera, de modo que la apoptosis de células endoteliales conllevaría la 
pérdida de la integridad de la monocapa endotelial y esto contribuiría a la iniciación de procesos 
proinflamatorios. El óxido nítrico derivado del endotelio evita la apoptosis de las células endoteliales 
inducida por citoquinas proinflamatorias y factores pro-ateroescleróticos como las especies reactivas de 
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oxígeno (ROS) y angiotensina II. La supresión de la apoptosis puede contribuir a los efectos 
antiinflamatorios y anti-ateroescleróticos del •NO derivado de endotelio (Dimmeler y Zeiher, 1999). 
El •NO inhibe la síntesis de DNA, la mitogénesis y la proliferación de las células de la musculatura 
lisa vascular y estos efectos antiproliferativos están mediados por cGMP (Garg y Hassid, 1989; Hogan et 
al., 1992; Nakaki et al., 1990; Nunokawa y Tanaka, 1992; Southgate y Newby, 1990). La inhibición de la 
agregación plaquetaria y de la adhesión protege a la musculatura lisa de la exposición a factores de 
crecimiento derivados de plaquetas, de modo que el óxido nítrico también evita una etapa más tardía de 
la aterogénesis, la formación de la placa fibrosa. Por todo esto se puede considerar al •NO producido por 
las células endoteliales como un factor anti-ateroesclerótico (Forstermann, 2008). 
El •NO producido por la eNOS desempeña un papel clave en la angiogénesis post-natal ya que 
media señales desencadenadas por factores angiogénicos. En ratones, el •NO derivado de la eNOS es 
fundamental para el desarrollo de la vasculatura de los pulmones en el feto y la morfogénesis del pulmón 
(Han y Stewart, 2006). La eNOS también es importante para la formación colateral y la angiogénesis 
post-isquemia (Murohara et al., 1998). Los efectos positivos del •NO en la supervivencia de las células 
endoteliales es probable que contribuyan a los efectos pro-angiogénicos del •NO (Dimmeler y Zeiher, 
1999). 
El •NO derivado de la eNOS juega un papel en la activación de células progenitoras endoteliales. 
Ratones a los que se ha delecionado el gen de la eNOS, muestran una pérdida en la neovascularización, 
lo que está relacionado con un defecto en la movilización de células progenitoras. En estos ratones, la 
movilización de células progenitoras por VEGF está disminuida. El hecho de que la inyección intravenosa 
de células progenitoras normales rescate esta neovascularización defectuosa, sugiere que la 
movilización de células progenitoras desde la médula ósea está afectada en estos ratones y que la eNOS 
expresada por las células del estroma de la médula ósea influye en el reclutamiento de células stem y 
progenitoras (Aicher et al., 2003). También en pacientes con cardiomiopatía isquémica, las células 
mononucleares de la médula ósea muestran una capacidad de neovascularización reducida in vivo y el 
pretratamiento de las células de la médula ósea de estos pacientes con un potenciador de la expresión y 
de la actividad de la eNOS aumenta significativamente la expresión y la actividad de la enzima, lo que 
conlleva un aumento de la capacidad migratoria de las células de la médula ósea in vitro y mejora la 
capacidad de neovascularización de esta células en un modelo murino in vivo (Sasaki et al., 2006; 
Wohlfart et al., 2008). 
 
5. La Óxido Nítrico Sintasa inducible (iNOS-NOS2). 
En general, los niveles celulares de iNOS son bajos, si bien como parte de la respuesta sistémica 
inflamatoria su expresión en fagocitos mononucleares (monocitos y macrófagos), hepatocitos, 
condrocitos y células de músculo liso puede ser inducida transcripcionalmente por endotoxinas (LPS), 
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citoquinas inflamatorias (Ifn-γ) y otros agentes. El •NO generado por la iNOS contribuye al efecto 
bactericida de los fagocitos y de las células implicadas en los mecanismos de defensa del organismo. 
Además, diversos estímulos inflamatorios son también capaces de inducir la expresión de iNOS en otros 
sistemas, tales como células del endotelio vascular. Por otro lado, ciertas células de riñón son capaces 
de expresar iNOS de un modo constitutivo, al igual que sucede en los folículos de los ovarios durante 
ciertas fases del ciclo (VanVoorhis et al., 1995). Lo mismo ocurre en otros tejidos humanos, donde se ha 
comprobado la existencia de iNOS, aunque en bajos niveles, sin necesidad de un estímulo 
proinflamatorio previo (Park et al., 1996). De hecho, aunque inicialmente fue identificada en macrófagos, 
su expresión puede ser estimulada prácticamente en cualquier célula o tejido, siempre y cuando los 
agentes inductores apropiados hayan sido identificados (Forstermann, 2000; Forstermann et al., 1994).  
Cotraduccionalmente la iNOS se une a Ca2+/CaM de forma esencialmente irreversible, incluso a 
concentraciones bajas de Ca2+. La irreversibilidad entre la CaM y la iNOS se explica a partir de los 
numerosos contactos entre ambas proteínas, mostrados recientemente en una estructura cristalina del 
complejo (Figura 9) (Xia et al., 2009). Durante mucho tiempo se ha considerado que la iNOS servía 
principalmente para generar grandes cantidades de •NO con el fin de matar bacterias y células 
tumorales, en definitiva, para ejercer una función de defensa (Bogdan, 2001). Hoy en día se sabe que la 
actividad de la iNOS está modulada mediante modificaciones postraduccionales, interacción con otras 
proteínas o localización subcelular específica. Además, poco a poco se han ido descubriendo nuevos 
papeles de la iNOS en la señalización celular, como por ejemplo en la reabsorción osteoclástica de los 
huesos (van't Hof et al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estructura del complejo del dominio FMN de la iNOS humana con CaM (PDB 3HR4). El dominio 
FMN aparece en dorado, y el dominio de unión de CaM entre el FMN y el dominio hemo-oxigena se ha coloreado 
en amarillo. La molécula de CaM pivota en torno a los residuos Arg536(NOS) y Glu47(CaM). La Arg536 forma 
puentes de H con los oxígenos carbonílicos del esqueleto polipeptídico de Ser562 y Cys563. Adaptada de (Feng, 
2012). 
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5.1. Papel funcional de la extensión C-terminal de la iNOS. 
Como hemos visto anteriormente, cuando se compara con otras NADPH di-flavina reductasas de 
mamíferos, la iNOS tiene una extensión C-terminal de 21 aminoácidos. En la actualidad se dispone de 
una estructura cristalográfica del domino FMN de la iNOS unido a Ca2+/CaM (Xia et al., 2009), si bien no 
se conoce la estructura tridimensional del dominio reductasa completo. Por analogía con la estructura 
cristalográfica del dominio reductasa de la nNOS (Garcin et al., 2004) se asume que el módulo C-terminal 
regulador adopta una conformación helicoidal que encaja en un canal cargado negativamente a lo largo 
de la interfaz FAD/FMN, ocultando a las flavinas del disolvente. Sin embargo, en el caso de la iNOS, en 
esta extensión C-terminal no aparecen residuos de Ser, Thr o Tyr que pudieran fosforilarse, tal y como 
ocurre en las isofromas constitutivas (Figura 3). 
La clonación de la iNOS a partir de macrófagos murinos Raw 264.7 por parte de Xie y Nathan dio 
lugar a dos tipos de cDNA: uno más largo que codificaba para una isoforma de 1144 aminoácidos, cuya 
secuencia coincidía con la de la proteína purificada y otro con una secuencia codificante más corta de 
1122 aminoácidos, en la que los últimos 10 aminoácidos C-terminales diferían completamente de los de 
la isoforma larga (Xie et al., 1992). Pronto se puso de manifiesto que cualquier alteración (deleción, 
mutación puntual, etc) en la secuencia HEDIF presente en el extremo C-terminal de las tres NOSs 
producía proteínas inactivas. Ésta era la primera demostración de que el extremo C-terminal de la iNOS 
era una región funcional crítica (Xie et al., 1994). Posteriormentese estudió de nuevo el papel funcional 
de la “cola” C-terminal de la iNOS, para lo cual se delecionaron esos 21 residuos tanto de la iNOS murina 
completa como del dominio reductasa y compararon los resultados obtenidos con los de ambas 
construcciones sin delecionar (Roman et al., 2000b). En este caso observaron que tanto la proteína 
completa como el dominio reductasa truncados mostraban una capacidad de reducción de citocromo c 
que era de 7 a 10 veces mayor que la de la formas no truncadas. Además la forma completa delecionada 
catalizaba la síntesis de •NO un 20% más rápido que la proteína completa no truncada. Todos estos 
experimentos parecen indicar que los incrementos en las tasas de transferencia de electrones (actividad 
reductasa) no se traducen a los mismos niveles en términos de producción de •NO, probablemente 
debido al “uncoupling” inherente al sistema. Alternativamente, las deleciones realizadas podrían ser 
demasiado drásticas y las proteínas resultantes podrían ser inestables. Se debe tener en cuenta en este 
contexto, que la tasa de transferencia de electrones desde el dominio reductasa al dominio hemo-
oxigenasa, determina las tasas de “turnover” y producción de •NO en las distintas NOSs (Nishida y de 
Montellano, 2001) y las deleciones en el dominio reductasa podrían conferir la capacidad de regular la 
transferencia de electrones a través de este dominio. 
La razón por la cual las NOSs han evolucionado introduciendo estas “tapaderas” autorreguladoras 
en sus extremos C-terminales no se comprende completamente todavía. Tanto en la eNOS como en la 
nNOS, la extensión C-terminal presenta un sitio consenso de fosforilación por Akt/PKB (R-X-R-X-X-
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(S/T)). De hecho, en el caso de la eNOS, la actividad de numerosas quinasas converge en el mismo 
residuo de serina (Ser1177 o 1179 de la eNOS bovina o humana) y la fosforilación se correlaciona con 
activación y aumento en la síntesis de •NO (Figura 7). Tanto en la eNOS como en la nNOS la “cola” 
automodulatoria C-terminal resulta “liberada” tras la fosforilación, en un proceso que conlleva un aumento 
en la transferencia de electrones y en la síntesis de •NO y/o un aumento en la sensibilidad de la enzima 
por Ca2+/CaM. El caso de la iNOS es diferente al de las otras dos isoformas ya que en su extremo C-
terminal no se ha encontrado ningún residuo fosforilado. Sin embargo, los estudios de deleción ya 
comentados han mostrado que esta región está también limitando la transferencia de electrones y por 
esta razón regulando la actividad de liberación de •NO por la iNOS. A diferencia de las isoformas 
constitutivas, la iNOS tiene una secuencia consenso de unión a dominios PDZ en su extremo C-terminal. 
 
5.2. La fosforilación de la iNOS. 
Se ha visto que la iNOS de macrófagos de ratón se fosforila en residuos de Ser y Thr (Vodovotz et 
al., 1995), si bien los aminoácidos concretos no han sido identificados y los efectos en la actividad no han 
sido medidos. En condiciones basales la iNOS de macrófagos murinos Raw 264.7 contiene fosfotirosinas 
y el tratamiento con pervanadato aumenta la fosforilación de tirosinas y la actividad de la iNOS (Pan et 
al., 1996), si bien las quinasas/fosfatasas implicadas así como los sitios de fosforilación no han sido 
identificados. En trabajos posteriores se ha visto que la cotransfección de iNOS y Src constitutivamente 
activa en células HEK293 causa un aumento en la fosforilación de Tyr151 (Hausel et al., 2006). Por otro 
lado, la actividad de la iNOS aumenta considerablemente mediante la activación del receptor B1R (B-1-
kinin receptor) en células endoteliales humanas o en células HEK293 transfectadas, generando de 2.5 a 
5 veces más •NO que las células estimuladas únicamente con L-Arg (Zhang et al., 2007), siendo este 
aumento dependiente de la activación de la MAPK (Mitogen-activated protein kinase) ERK (Extracellular 
signal-regulated kinase) vía B1R. En células HEK293 transfectadas con la iNOS humana y con B1R, ERK 
fosforila a la iNOS en la Ser745, la cual reside en el dominio reductasa.  
Muy recientemente también se ha identificado el residuo Tyr1055 de la iNOS como sustrato de la 
quinasa Src (Tyryshkin et al., 2010). Esta modificación postraduccional es activadora y aumenta la vida 
media de la proteína dentro de la célula. Así la fosforilación de este residuo de la iNOS por Src juega un 
importante papel en la regulación de la iNOS y en la producción de •NO y esto podría dar cuenta en parte 
de la implicación de Src en inflamación y cáncer, procesos en que también se ha implicado a la iNOS. 
 
5.3. La palmitoilación de la iNOS. 
En estudios realizados en nuestro grupo (Navarro-Lerida et al., 2006; Navarro-Lerida et al., 2004), 
se demostró que la iNOS se palmitoíla en la cisteína en posición 3 de su secuencia y esta palmitoilación 
es necesaria para la total actividad de la iNOS tanto en células transfectadas como en células inducidas 
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por citoquinas. Además dicha palmitoilación es necesaria para la progresión de la proteína a través de las 
rutas de secreción celular. La proteína mutante Cys3Ala se ve atrapada en el Golgi, es incapaz de 
sintetizar •NO y su progresión a lo largo de las rutas secretoras celulares se ve claramente impedida.  
 
5.4. Interacción de la iNOS con otras proteínas. 
La iNOS interacciona con al menos 10 proteínas diferentes. Mediante la técnica del doble híbrido de 
levadura, utilizando como cebo los 70 primeros aminoácidos de la iNOS, el grupo de Lowenstein 
descubrió la existencia de dos proteínas capaces de interaccionar con dicha región. La primera era una 
proteína de 110 kDa expresada en macrófagos a la que se llamó NAP110 (NOS-associated protein-110 
kDa). Esta proteína interacciona directamente con el extremo N-terminal de la iNOS y, presumiblemente, 
inhibe la actividad catalítica al impedir la formación de homodímeros de iNOS. Así, la expresión de 
NAP110 puede servir como mecanismo de defensa por el cual los macrófagos que expresan la iNOS se 
protegen a sí mismos de niveles de •NO citotóxicos (Ratovitski et al., 1999b). La segunda era una 
proteína neuronal llamada kalirina, la cual parece jugar un papel de neuroprotección durante la 
inflamación del sistema nervioso central (Ratovitski et al., 1999a) ya que se asocia con la iNOS e inhibe 
su actividad enzimática al impedir la dimerización de la iNOS.  
Otras proteínas que se ha descrito que interaccionan con la iNOS son la caveolina-1, la cual es 
capaz de formar complejos con la iNOS en células de carcinoma de colon para promover su degradación 
vía proteasoma (Felley-Bosco et al., 2000). También interaccionan con ella la caveolina-2 y 3; Hsp90 
interacciona con la iNOS actuando como un efector alostérico positivo de la iNOS, modulando 
profundamente la producción de •NO (Yoshida y Xia, 2003). Las proteínas Rac-1 y Rac-2, que 
pertenecen a la familia Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate) de GTPasas pequeñas tipo Rho, 
interaccionan con la iNOS a través del dominio hemo-oxigenasa y esta interacción se correlaciona con 
una estimulación postraduccional de la actividad de la iNOS, sin variar los niveles de proteína, y 
probablemente con su redistribución espacial dentro de la célula (Kuncewicz et al., 2001). 
Un mecanismo muy común de establecer interacciones proteína-proteína es a través de dominios 
tipo PDZ. Con frecuencia, estos dominios se localizan en la interfase de la membrana plasmática y el 
citoesqueleto y desde allí establecen importantes interacciones entre proteínas reguladoras y efectoras, 
lo cual ocurre de forma espacialmente localizada en las células polarizadas. Una de las características 
más interesantes de la iNOS es que sus aminoácidos carboxi-terminales se corresponden con un motivo 
de unión a dominios PDZ (Hung y Sheng, 2002). Se trata de un motivo de unión a PDZ de clase I: X-
(S/T)-X-(V/L)-COOH, donde X es cualquier aminoácido. Interesantemente y a través de un proceso de 
splicing apenas comprendido, los aminoácidos finales de la iNOS de corazón humana -EPKGTRL 
(Adams et al., 1998) difieren de los encontrados en la iNOS humana de hepatocitos (Geller et al., 1993) y 
condrocitos (Charles et al., 1993): -LEMSAL. La iNOS de tejidos murinos presenta menos 
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heterogeneidad en esta región, mostrando la secuencia -PKGTRL en el caso de los hepatocitos de rata y 
la secuencia -PKATRL en macrófagos de ratón (Wood et al., 1993). Todas estas secuencias encajan en 
los motivos de clase I de unión a PDZ, si bien su variabilidad podría indicar que diferentes proteínas con 
dominios PDZ pueden interaccionar específicamente con la iNOS en diferentes tejidos, determinando así 
una localización subcelular particular.  
Hace una década, la única proteína con dominios PDZ que se conocía que interaccionaba con el 
extremo C-terminal de la iNOS hepática era EBP50/NHERF-1 (Ezrin-radixin-moesin-binding 
phosphoprotein of 50 kDa) (Glynne et al., 2002), uno de los miembros de la familia NHERF (Na+/H+ 
Exchanger Regulatory Factors). En general, las proteínas NHERF regulan la transducción de señales 
bien a través de interacciones en las que están implicados sus dos dominios tipo PDZ capaces de unirse 
a diversas dianas proteicas o por interacción de su dominio de unión a ERM (Ezrin-radixin-moesin). 
Hasta la fecha se conocen más de 30 proteínas que se unen a EBP50. Tanto EBP50 (Weinman et al., 
1995) como su proteína homóloga, NHERF-2 (también llamada E3KARP, SLP-1 y TKA-1), ambas con 
dos dominios PDZ en tándem, interaccionan con NHE3 (Na+/H+ exchanger type 3), un intercambiador de 
Na+/H+ localizado en la membrana de las microvellosidades intestinales y renales donde participa en la 
absorción transepitelial de Na+ y regulan su actividad (Stokka et al., 2010; Yun et al., 1997). El •NO 
producido por la iNOS puede modular procesos epiteliales polarizados como el transporte de solutos. Así, 
en células epiteliales humanas del túbulo proximal, la iNOS se localiza en el dominio apical dentro de un 
complejo proteico submembranoso unido fuertemente a la actina cortical, donde es capaz de 
interaccionar a través de sus cuatro aminoácidos C-terminales con el dominio PDZ1 de la proteína 
EBP50 que se localiza en la membrana apical de estas células polarizadas. Esta interacción EBP50-
iNOS en la membrana apical parece ser necesaria para dirigir de un modo vectorial la producción del •NO 
hacia la superficie celular epitelial apical del túbulo proximal, facilitando la distribución hasta sus dianas, 
que incluyen transportadores apicales y proteínas como NHE3. 
Posteriormente, nuestro grupo (Navarro-Lerida et al., 2007) describió cómo la iNOS es dirigida 
selectivamente a la membrana apical en múltiples tejidos. Por medio del ensayo de doble híbrido de 
levadura, se estableció que en corazón humano, el extremo C-terminal de la iNOS interacciona con el 
dominio PDZ1 de EBP50 con mayor afinidad a como lo hace su homólogo hepático. Además se 
descubrió la interacción de la iNOS con CAP70/NHERF-3 (CFTR-Associated Protein of 70 kDa), un 
miembro más de la familia NHERF que consta de 4 dominios PDZ y se expresa abundantemente en 
riñón, hígado, intestino delgado y ciertos epitelios (Wang et al., 2000b). La unión de la iNOS a CAP70 
trae consigo la translocación al dominio apical de la célula. La unión tanto de EBP50 como de CAP70 
recombinantes a la iNOS da lugar a un aumento en la población de dímeros activos de iNOS lo cual 
explica el aumento en la capacidad de síntesis de •NO que se observa. Adicionalmente, utilizando iRNA 
frente a CAP70 se anuló la secreción selectiva de •NO en el lado apical de células MDCK, quedando la 
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iNOS deslocalizada en el citosol celular, lo cual conlleva una clara alteración en los niveles de •NO que 
aparecen en el lado basolateral o apical de la célula (Navarro-Lerida et al., 2007). 
Se ha demostrado que, en macrófagos, la inducción de la iNOS viene acompañada de la inducción 
de EBP50 (Davis et al., 2007). En este sistema, el extremo C-terminal de la iNOS se asocia también a los 
dominios PDZ de EBP50 de modo que la iNOS es transportada a regiones enriquecidas en actina, 
gracias al dominio ERM de EBP50. En macrófagos, este transporte viene directamente relacionado con 
la capacidad fagocítica ya que se sabe que los fagosomas/endosomas están muy enriquecidos en actina.  
 
6. La familia de la Proteína Quinasa D. 
La familia de la Proteína Quinasa D (PKD) está constituida por 3 isoformas; el primer miembro de 
esta familia, PKD1/PKCμ (PKD1 es el homólogo murino y PKCμ el humano), fue identificado en 1994 por 
los grupos de Rozengurt (Valverde et al., 1994) y Johannes (Johannes et al., 1994) de manera 
simultánea. Posteriormente se descubrieron dos nuevas isoformas, PKD2 (Sturany et al., 2001) y 
PKCν/PKD3 (Hayashi et al., 1999).  
Debido a su dominio C1, inicialmente PKCμ fue clasificada como una isoforma atípica dentro de la 
familia de la PKC (Johannes et al., 1994), pero enseguida se consideró una familia independiente ya que 
presentaba características diferentes (Valverde et al., 1994). Las propiedades estructurales y enzimáticas 
de PKD la diferencian de las isoformas de PKC (revisado en (Rozengurt et al., 2005)), por lo que PKD no 
fosforila varios de los sustratos establecidos de PKC (Valverde et al., 1994; Vanlint et al., 1995). De 
hecho, los miembros de la familia de PKD constituyen una familia de serina/treonina quinasas 
estimuladas por ésteres de forbol/diacilglicerol y se han clasificado como un subgrupo dentro de la 
superfamilia de las quinasas CAMK del quinoma humano (kinome: the protein kinase complement of the 
human genome), distinta de la rama AGC (nombrada así por PKA, PKG y PKC) que incluye las isoformas 
de PKC (Manning et al., 2002). Esta clasificación se basa en la estructura del dominio catalítico y en la 
especificidad de sustrato y PKD no está regulada por interacción directa con calcio/calmodulina; no 
obstante, el calcio puede regular la activación de PKD indirectamente debido a la producción alterada de 
diacilglicerol (DAG) (Kunkel et al., 2007). Su clasificación dentro de la rama de las quinasas CAMK se 
debe a su alto grado de homología con el dominio catalítico de MLCK (Myosin light-chain kinase) y el de 
CAMK (Valverde et al., 1994). 
 
6.1. Estructura y dominios de las PKDs. 
Las tres isoformas de la familia de PKD son homólogas y comparten una estructura en dominios 
común, mostrando un alto grado de similitud de secuencia, que supera el 90% en el caso del dominio 
catalítico (Rozengurt et al., 2005). Las regiones menos conservadas se sitúan entre los distintos dominios 
y se ha sugerido que puedan conferir funciones específicas a cada isoforma (Wang, 2006). 
     Página 37                       El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO           Introducción 
De forma general, las PKDs son serina/treonina quinasas que constan de un domino N-terminal 
regulador, que contiene un motivo rico en cisteína (CRD) formado por dos dominios C1, un dominio de 
homología a pleckstrina (PH) y un dominio C-terminal catalítico con actividad quinasa (Johannes et al., 
1994; Valverde et al., 1994). Elementos del dominio regulador por un lado inhiben la actividad del dominio 
catalítico (por lo que la quinasa se mantiene en estado inactivo en condiciones basales) y también 
facilitan la asociación de PKD con la membrana plasmática y con membranas intracelulares (Rey y 
Rozengurt, 2001; Vanlint et al., 1995). 
Más en detalle, las isoformas PKD1 y PKD2 y no así PKD3, contienen en su extremo N-terminal una 
región apolar rica en alaninas y prolinas (Figura 10). A continuación las tres isoformas cuentan con dos 
dominios C1 típicos (C1a y C1b) que juntos constituyen el dominio CRD. Los dominios C1 son unidades 
estructurales de unos 50 aminoácidos, cuya secuencia consenso es HX12CX2CX13-14CX2CX4HX2CX7C (H 
es His, C es Cys y X cualquier aminoácido) y que presentan una conformación globular compuesta por 
dos láminas β antiparalelas y una hélice α presente en el extremo C-terminal. Las dos láminas β forman 
un bolsillo donde se une el DAG, mientras que los aminoácidos Cys e His formarán dos sitios de unión 
para iones Zn2+. Tras la interacción con sus ligandos, los dominios C1 exponen una superficie hidrofóbica 
que facilita la inserción en la membrana. Existen dominios C1 típicos que interaccionan con DAG y 
dominios C1 atípicos, que a pesar de tener la misma estructura y secuencia consenso, no pueden 
interaccionar con DAG ya que carecen de tres residuos necesarios para la unión del sustrato. Ambos 
tipos de dominios C1 pueden interaccionar con otras proteínas así como con fosfolípidos de membrana 
(revisado en (Colon-Gonzalez y Kazanietz, 2006)). El dominio CRD es responsable de la translocación a 
distintas membranas celulares (Matthews et al., 1999a) y regula de forma negativa la actividad catalítica 
de esta quinasa (Iglesias y Rozengurt, 1999). Existen diferencias funcionales entre los dos dominios C1 
de PKD1 (Oancea et al., 2003). El dominio C1a presenta una mayor afinidad por DAG y es responsable 
de la localización de PKD1 en el aparato de Golgi (Maeda et al., 2001), mientras que el dominio C1b 
tiene una mayor afinidad por el PDBu (forbol-12,13-dibutirato) (Iglesias et al., 1998a), un análogo de DAG 
y está implicado en la translocación de PKD a la membrana plasmática (Matthews et al., 1999a) ya que 
puede unirse a las subunidades Gαq asociadas a esta membrana (Oancea et al., 2003). Además, el 
dominio C1b de PKD1 consta de una secuencia necesaria para su translocación al núcleo (Rey et al., 
2001a). El dominio CRD presenta una alto grado de homología con los dominios encontrados en PKCs 
sensibles a DAG/ésteres de forbol y en otras proteínas de señalización reguladas por DAG, como 
miembros de las familias de las Quimerinas, de RasGRP (Ras guanyl nucleotide releasing protein), de 
Munc13 y de DAG quinasas (revisado en (Brose et al., 2004)). 
A continuación en la secuencia aparece el dominio PH precedido de una región con carga negativa. 
Los dominios PH tienen capacidad para interaccionar con lípidos de membrana y proteínas, si bien en la 
familia de PKD sólo se ha descrito la interacción con proteínas, concretamente con las nuevas PKCs, 
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preferentemente con PKCη (Waldron et al., 1999b). Este dominio es necesario para la exportación de 
PKD1 del núcleo de manera dependiente de CRM-1 (Chromosome Region Maintenance 1) (Rey et al., 
2001a) y también regula de forma negativa la actividad de PKD1. De hecho, mutaciones puntuales o 
deleciones del mismo conllevan que la enzima sea constitutivamente activa (Iglesias y Rozengurt, 1998). 
En la mitad C-terminal se encuentra el dominio catalítico con actividad quinasa. La fosforilación de 
dos residuos localizados en una secuencia dentro del dominio catalítico conocida como “lazo de 
activación” es clave en la regulación de la actividad de la enzima. Estos dos residuos corresponden con 
las Ser744 y Ser748 en la PKD1 de ratón (Iglesias et al., 1998b; Waldron et al., 1999a). La mutación de 
ambos residuos de serina por alanina conlleva la resistencia a la activación tras la estimulación celular 
mientras que su sustitución por residuos de ácido glutámico (que mimetizan la fosforilación) genera una 
PKD constitutivamente activa. La mutación puntual de una u otra por Glu, da lugar a quinasas 
parcialmente activas. Ambas serinas resultan fosforiladas en mutantes de PKD deficientes en actividad 
quinasa, lo que indica que la activación de PKD, como se comentará más adelante, depende de la 
transfosforilación por otra quinasa anterior (PKC) y no se debe a una autofosforilación por PKD (Waldron 
et al., 2001). Aunque la fosforilación de otros residuos de serina (Iglesias et al., 1998b; Matthews et al., 
1999b) y tirosina (Storz y Toker, 2003; Waldron et al., 2004) desempeña también un papel en la 
regulación de PKD, es la fosforilación de estas dos serinas la que es clave en su activación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Representación esquemática de los tres miembros de la familia de la Proteína Quinasa D (PKD). 
AP representa una región apolar; el dominio rico en cisteínas (CRD) está constituido por dos dominios C1, C1a y 
C1b. Previo al dominio de homología a pleckstrina (PH), se encuentra una región con carga negativa (CN). A 
continuación se encuentra el dominio catalítico, con actividad serina/treonina quinasa. PKD1 y PKD2 presentan en 
su extremo C-terminal un motivo de unión a dominios PDZ (PDZ-L). Las secuencias corresponden a ratón. Los 
residuos de serina dentro del lazo de activación que son fosforilados vía nuevas PKCs se muestran en itálica. Los 
números situados bajo los esquemas de PKD2 y PKD3 corresponden al porcentaje de homología de los dominios 
estructurales (subrayados) o regiones no estructurales con respecto a PKD1 (Rozengurt et al., 2005). 
 
 
El grupo de la Dra. T. Iglesias descubrió que el extremo C-terminal de PKD1 y PKD2, pero no el de 
PKD3, constituye un motivo de interacción con dominios PDZ de tipo I, PDZ-L (-VSIL, en PKD1 e –ISVL 
en PKD2) (Sanchez-Ruiloba et al., 2006). La activación de PKD por efectores anteriores en la cascada de 
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señalización (como la PKC) conlleva la autofosforilación de PKD1 en la Ser916 localizada en esta 
secuencia C-terminal y la aparición de una carga negativa en esta posición (Matthews et al., 1999b; 
Sanchez-Ruiloba et al., 2006). Por ejemplo, PKD1 no sólo co-inmunoprecipita con Kidins220 (Iglesias et 
al., 2000) sino que también controla el tráfico y la localización de Kidins220 en la membrana plasmática 
neuronal a través de este motivo de manera dependiente de la autofosforilación (Sanchez-Ruiloba et al., 
2006). 
 
6.2. Mecanismos celulares de activación de las PKDs. 
La activación de PKD1 puede desencadenarse por diversas vías (Figura 11). La principal es la que 
implica a la familia de la PKC y al segundo mensajero lipídico DAG. Así, cuando un ligando extracelular, 
por ejemplo un factor de crecimiento como el VEGF (Wong y Jin, 2005) o un agonista de receptores 
acoplados a proteínas G (Zhukova et al., 2001a), interacciona con su receptor en la membrana 
plasmática, se activa la fosfolipasa C (PLC) (β o γ) que hidroliza el PIP2 en IP3 y DAG. El DAG provoca la 
translocación de PKD1, a través de su dominio C1b, a la membrana plasmática donde también se 
translocarán determinadas isoformas de PKC, que una vez activas fosforilarán a PKD1 en su lazo de 
activación del dominio catalítico, alcanzando así su estado activado (Waldron et al., 1999a; Waldron et 
al., 2001). La fosforilación de PKD1 impide que el dominio PH interaccione con el dominio catalítico, 
eliminando así la regulación negativa que ejerce sobre la actividad quinasa (Waldron y Rozengurt, 2003). 
La translocación de PKD1 a la membrana plasmática es transitoria e independiente de su activación 
(Matthews et al., 1999a), por lo que aún en su estado activo puede volver al citosol y pasar al núcleo 
promoviendo la propagación de señales desde la membrana plasmática a distintos compartimentos 
intracelulares (Matthews et al., 2000; Rey et al., 2001b).  
Varios de los miembros de la familia de PKC pueden activar a PKD1 y aunque preferentemente lo 
hacen las nuevas (PKCδ, ε, η, θ), también se ha descrito la activación por la isoforma clásica, PKCα 
(Wong y Jin, 2005). Según el tipo celular y el estímulo que reciba la célula, actuará una u otra isoforma 
de PKC (Brandlin et al., 2002; Storz et al., 2004b; Waldron y Rozengurt, 2003; Yuan et al., 2002). PKD2 y 
PKD3 también pueden activarse por esta vía (Matthews et al., 2003; Sturany et al., 2002). En definitiva, 
diversos estudios indican que la activación de PKD de forma dependiente de PKC, se puede llevar a 
cabo en respuesta a péptidos reguladores como bombesina, bradiquinina, endotelina, vasopresina, 
neurotensina (Chiu y Rozengurt, 2001a, b; Chiu et al., 2002; Guha et al., 2002; Sinnett-Smith et al., 2004; 
Zhukova et al., 2001a; Zhukova et al., 2001b; Zugaza et al., 1997), a ácido lisofosfatídico (LPA) (Chiu y 
Rozengurt, 2001b) y trombina (Stafford et al., 2003), que actúan a través de Gq, G12, Gi y Rho (Chiu y 
Rozengurt, 2001b; Paolucci et al., 2000; Yuan et al., 2000; Yuan et al., 2003; Yuan et al., 2001), a 
factores de crecimiento como PDGF (Platelet-derived growth factor) (Zugaza et al., 1997), el VEGF 
(Wong y Jin, 2005) e IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) (Qiang et al., 2004), entre otros muchos 
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estímulos. 
 
Figura 11. Activación de PKDs por múltiples estímulos. Diversas hormonas, factores de crecimiento, 
neurotransmisores, quimioquinas, lípidos bioactivos, proteasas y estrés oxidativo inducen la hidrólisis del PIP2 
mediada por PLC para producir DAG en la membrana plasmática, lo que conduce a la translocación de la PKD 
inactiva desde el citosol hasta la misma. El DAG también recluta a la membrana plasmática y simultáneamente 
activa a las nuevas PKCs, que median la fosforilación de PKD1 en las serinas 744 y 748 (en PKD1 murina). El 
DAG y la fosforilación mediada por PKC actúan sinérgicamente para promover la activación catalítica de PKD. 
Figura adaptada de (Rozengurt, 2011). 
 
Sin embargo, PKD1 también se puede activar por otros mecanismos. Por ejemplo, en condiciones 
de estrés oxidativo la PKD1 se puede activar de forma independiente de DAG (Waldron y Rozengurt, 
2000). Por otro lado, el peróxido de hidrógeno o el pervanadato desencadenan la activación de la vía de 
las tirosinas quinasas Src-Abl. Una vez activa, Abl puede fosforilar a PKD1 en la Tyr463 situada en el 
dominio PH (Storz et al., 2003), lo que implica un cambio conformacional que facilita su posterior 
fosforilación en la Tyr95 por Src (Doppler y Storz, 2007), situada entre la región apolar y el dominio C1a y 
que forma parte de una secuencia consenso de interacción con dominios C2 presente en PKD1 y PKD2, 
pero no en PKD3. En estas condiciones, a través de la vía Src-Abl también se activa PKCδ (Sun et al., 
2000), que tiene un dominio C2 a través del que interacciona con la secuencia consenso previamente 
fosforilada de PKD1. Así, PKCδ puede fosforilar a PKD1 en su lazo de activación, con lo que alcanza su 
máxima activación (Doppler y Storz, 2007; Storz et al., 2004b; Storz y Toker, 2003). PKD2 se puede 
activar por esta vía pero no PKD3. 
Las subunidades βγ de la proteína G pueden activar a PKD1 directamente mediante la interacción 
con su dominio PH (Jamora et al., 1999). PKD1 también se puede activar de forma independiente de 
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DAG y de las PKCs en condiciones de inducción de apoptosis por daño genotóxico (Endo et al., 2000). 
Las PKDs son serina/treonina quinasas. PKD1 fosforila una Ser o una Thr dentro de una secuencia 
consenso que presenta una Leu en posición (-5) y una Arg en posición (-3) (Doppler et al., 2005). Son 
numerosos los sustratos descritos de PKD; así al primer sustrato fisiológico descrito para esta quinasa, 
Kidins220 (Kinase D interacting substrate of 220 kDa) (Iglesias et al., 2000), se han unido una larga lista 
de proteínas implicadas en diferentes funciones celulares: c-Jun (Hurd et al., 2002), RIN1 (Ras 
interaction/interference 1) (Wang et al., 2002), las histonas deacetilasas de tipo II (HDAC5 y 7) (Dequiedt 
et al., 2005; Vega et al., 2004), E-cadherina (Jaggi et al., 2005), la fosfatidil-inositol-4 quinasa IIIβ 
(PI4KIIIβ) (Hausser et al., 2005), el factor de transcripción CREB (Cyclic AMP-response element-binding) 
(Johannessen et al., 2007) y otros muchos más que se irán comentando más adelante. 
 
6.3. Distribución subcelular de las PKDs. 
En células no estimuladas, PKD1 se localiza en el citosol (Matthews et al., 1999a; Matthews et al., 
2000; Rey et al., 2001a; Rey et al., 2001b) y en menor medida en diversos compartimentos intracelulares 
como el Golgi y mitocondrias (Cowell et al., 2009; Hausser et al., 2002; Liljedahl et al., 2001), pero tras su 
activación se transloca rápidamente desde el citosol hacia diferentes compartimentos subcelulares 
(Matthews et al., 1999a; Matthews et al., 2000; Rey et al., 2001a; Rey et al., 2001b; Rey et al., 2003c). 
Cada etapa de la translocación está asociada con un dominio particular de PKD1 e implica interacciones 
rápidas y reversibles. El primer paso de la translocación de PKD1 está mediado por el dominio C1b del 
dominio CRD, que une el DAG producido en la cara interna de la membrana plasmática tras la 
estimulación de PLC (Rey et al., 2001b). También se ha descrito que este dominio C1b y secuencias 
flanqueantes pueden unirse directamente a Gαq (Oancea et al., 2003). Por el contrario el domino C1a 
recluta a PKD1 al aparato de Golgi (Maeda et al., 2001). La segunda etapa, la translocación reversible 
desde la membrana plasmática al citosol, requiere la fosforilación de PKD1 en el lazo de activación, en 
las serinas 744 y 748, dependiente de PKC (Rey et al., 2001b). A continuación, la PKD1 fosforilada se 
transloca, vía su dominio C1b, al núcleo, donde se acumula transitoriamente antes de ser exportada al 
citosol gracias a una vía de exportación nuclear dependiente de CRM-1 que requiere la participación del 
dominio PH de PKD1 (Rey et al., 2001a). 
En las células B y en mastocitos, la unión del antígeno al receptor induce una rápida translocación 
de PKD1 desde el citosol a la membrana plasmática (Matthews et al., 1999a; Matthews et al., 2000). Esta 
translocación es reversible y no parece que implique el compartimento nuclear (Matthews et al., 2000). 
Así pues, además de los determinantes estructurales presentes en PKD1, otros factores como el 
contexto celular, estímulos y proteínas de andamiaje influyen en su distribución subcelular. 
PKD2 también sufre una translocación reversible desde el citosol a la membrana plasmática en 
respuesta a la estimulación de GPCRs (G protein-coupled receptors) (Rey et al., 2003a) y la 
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translocación reversa requiere como en el caso de PKD1, la actividad de PKC. Sin embargo, a diferencia 
de PKD1, la PKD2 activa permanece predominantemente en el citoplasma tras su disociación de la 
membrana plasmática. 
En células no estimuladas, a diferencia de PKD1 y PKD2 que son predominantemente 
citoplásmicas, PKD3 se localiza tanto en el núcleo como en el citoplasma (Rey et al., 2003b). Estímulos 
que incluyen agonistas de GPCRs (por ejemplo neurotensina) y la unión antígeno-receptor en células B, 
inducen una rápida y reversible translocación de PKD3 a la membrana plasmática, que es dependiente 
de PKC (Matthews et al., 2003; Rey et al., 2003b). Al igual que en el caso de PKD1, pero contrariamente 
a lo que ocurre con PKD2, la activación del GPRC aumenta la tasa de entrada de PKD3 en el núcleo 
(Rey et al., 2006; Rey et al., 2003b). 
Las diferencias en la distribución intracelular de las tres isoformas de PKD puede conferir la 
capacidad de ejercer múltiples funciones en distintas localizaciones subcelulares y generar así diversas 
respuestas fisiológicas.  
El modelo propuesto que engloba la regulación de la actividad y la distribución intracelular de PKD1 
en respuesta a una rápida generación de DAG en la membrana plasmática (Rozengurt et al., 2005), 
implica que en células no estimuladas, PKD1 se encuentra en un estado de muy baja actividad quinasa 
mantenido gracias a la represión ejercida por los dominios CRD y PH. En este estado, la distribución de 
PKD1 principalmente en el citosol se debe a una mayor tasa de exportación nuclear con respecto a su 
importación al núcleo. La producción de DAG induce la translocación de PKD1 a la membrana plasmática 
mediada por el dominio CRD, donde las nuevas PKCs son también recluidas en respuesta a la 
generación de DAG. Estas nuevas PKCs, activadas alostéricamente por DAG, transfosforilan PKD1 en 
las Ser744 y 748, estabilizando así el lazo de activación de PKD1 en una conformación activa. La PKD1 
fosforilada y activa, se disocia de la membrana plasmática, se transloca al citosol y a continuación entra 
en el núcleo, donde se acumula transitoriamente hasta su retorno al citoplasma, volviendo así al estado 
basal. 
Un modelo similar puede explicar la regulación de la actividad catalítica y la distribución intracelular 
de PKD2 y PKD3 en respuesta a la generación de DAG por un agonista. 
La distribución basal de cada una de las isoformas entre el citosol y el núcleo depende de sus 
respectivas tasas de importación y exportación nuclear. 
Estudios más recientes han mostrado que la rápida activación de PKD1 dependiente de PKC es 
seguida por una fase de activación catalítica y fosforilación sostenida independiente de PKC inducida 
mediante estimulación con agonistas de receptores acoplados a Gq (como bombesina y vasopresina) 
(Jacamo et al., 2008; Sinnett-Smith et al., 2009). Estos estudios en células estimuladas con agonistas de 
GPCRs, muestran que PKD1 es un ejemplo de una proteína quinasa en la que cada residuo del lazo de 
activación es regulado preferentemente por mecanismos diferentes, denominados transfosforilación para 
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la Ser744 y autofosforilación para la Ser748. La fosforilación dependiente de PKC en las Se744/748 del 
lazo de activación es el principal mecanismo implicado en la fase temprana de activación de PKD, 
mientras que la autofosforilación de PKD en la Ser748 es el principal mecanismo que contribuye a la fase 
tardía de activación de PKD en células estimuladas con agonistas de GPCRs (Jacamo et al., 2008; 
Sinnett-Smith et al., 2009). 
 
6.4. Funciones de las PKDs. 
PKD1, el miembro más estudiado de esta familia, está implicado en la regulación de un complejo 
conjunto de procesos biológicos fundamentales en diferentes tipos celulares y tejidos, desde funciones 
celulares primarias como el control de la organización del Golgi, tráfico de proteínas y secreción, tráfico 
de membranas, polaridad, adhesión y migración, proliferación y diferenciación, supervivencia y muerte, 
hasta procesos complejos como regulación inmune, hipertrofia y contracción cardiaca, angiogénesis y 
cáncer (Rozengurt, 2011). PKD media tal diversidad de funciones biológicas normales y anormales 
debido en parte a cambios dinámicos en su localización espacial y temporal, combinado con su marcada 
especificidad de sustrato. 
Como se ha comentado, los miembros de la familia de PKD sufren rápidas redistribuciones en 
respuesta a la estimulación celular. PKD1 y PKD2 se translocan del citosol a microentornos de la 
membrana plasmática que contienen DAG (Rey et al., 2001b) seguido de la translocación reversa de 
PKD, dependiente de PKC, desde la membrana plasmática al citosol y la subsiguiente acumulación en el 
núcleo (Rey et al., 2001a). En cambio, PKD3 está continuamente transportándose entre el núcleo y el 
citoplasma (Rey et al., 2006; Rey et al., 2003b). Pero además encontramos acumulaciones de PKD en el 
Golgi (Liljedahl et al., 2001; Yeaman et al., 2004) y en mitocondrias (Cowell et al., 2009). A esto hay que 
sumar que tanto PKD1 como PKD2 tiene en su extremo C-terminal un motivo de unión a dominios PDZ 
(Sanchez-Ruiloba et al., 2006), que interacciona por ejemplo con Kidins220 (Iglesias et al., 2000; 
Sanchez-Ruiloba et al., 2006) o con el primer dominio PDZ de NHERF-1 (Kunkel et al., 2009). De esta 
forma, las distintas isoformas de PKD pueden regular dianas en una gran variedad de localizaciones 
subcelulares y consiguientemente controlar múltiples actividades celulares. 
La señalización mediada por PKD se ha implicado en proliferación celular y diferenciación. En 
fibroblastos, PKD1 se puede activar por múltiples agonistas de GPCRs promotores del crecimiento que 
actúan a través de Gq, G12, Gi (Yuan et al., 2000; Yuan et al., 2003; Yuan et al., 2001; Zugaza et al., 
1997), lo que sugiere que las funciones de PKD median en señalización mitogénica (Rozengurt et al., 
2005). De hecho, la sobreexpresión de PKD1 o PKD2 potencia la síntesis de DNA y la proliferación 
celular inducida por agonistas de receptores acoplados a Gq en fibroblastos Swiss3t3 (Sinnett-Smith et 
al., 2009; Sinnett-Smith et al., 2004; Sinnett-Smith et al., 2007; Zhukova et al., 2001a) y por el contrario, 
la depleción de PKD1 mediante la transfección de estas células con siRNAs frente a PKD1 disminuye la 
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mitogénesis inducida por GPCR (Sinnett-Smith et al., 2009). Así pues la activación catalítica de PKD1 
juega un papel crítico y selectivo en señalización mitogénica a través de GPCRs.  
Se ha descrito la implicación de PKD en la proliferación de células endoteliales, migración y 
angiogénesis. Los distintos tipos de VEGFs y sus receptores tirosina quinasa de endotelio desempeñan 
un papel central en la regulación del desarrollo de los vasos sanguíneos y linfáticos y son esenciales para 
la angiogénesis tanto en condiciones normales como en condiciones patológicas. La señalización vía 
PKD es necesaria para la expresión/secreción de VEGF por células tumorales (Azoitei et al., 2010; Ochi 
et al., 2011) y la activación de ERK, para la expresión génica y para la síntesis de DNA en células 
endoteliales estimuladas por VEGF (Wong y Jin, 2005). Así, en células endoteliales, VEGF activa PKD 
vía la cascada de señalización VEGFR2/PLCγ/PKCα y PKD desempeña un papel clave en la 
señalización de ERK inducida por VEGF y en la proliferación de células endoteliales (Wong y Jin, 2005). 
Posteriormente se ha descrito que PKD2, que se expresa en células endoteliales primarias humanas de 
diferentes tejidos y es una isoforma de PKD importante en la mediación de la fosforilación de sustratos de 
PKD en células endoteliales, desempeña un papel esencial en la proliferación de células endoteliales y la 
migración necesaria para la angiogénesis al menos en parte a través de la modulación de la expresión de 
VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor-2) y FGFR1 (Fibroblast growth factor receptor-1), 
dos receptores de factores de crecimiento claves implicados en angiogénesis (Hao et al., 2009). 
La acetilación/desacetilación de histonas es un mecanismo fundamental para el control de la 
expresión génica. Las histonas deactilasas de clase II (HDACs 4, 5, 7 y 9) regulan la estructura de la 
cromatina mediante la interacción con diversos factores de transcripción para reprimir su actividad. PKD 
fosforila residuos específicos en las HDACs de clase II, lo que conduce a su asociación con proteínas 14-
3-3 en células endoteliales y otros tipos celulares. El secuestro de HDACs en el citoplasma vía la 
formación del complejo 14-3-3, libera genes diana en el núcleo de la acción represiva de HDAC con lo 
que se facilita la expresión de los mismos. Por ejemplo, HDAC7 se ha implicado en la regulación de la 
morfología de las células endoteliales, migración y capacidad para formar estructuras similares a 
capilares in vitro (Mottet et al., 2007). La salida del núcleo de HDAC7 es inducida por VEGF a través de 
la fosforilación de las serinas mediada por PKD de forma que, HDAC7 es secuestrada por 14-3-3 y 
exportada del núcleo con lo que se activa la expresión de los genes inducidos por VEGF en las células 
endoteliales (Ha et al., 2008a; Mottet et al., 2007; Wang et al., 2008). También HDAC5 se ha identificado 
como un regulador negativo de la angiogénesis (Urbich et al., 2009). El VEGF, de forma dependiente de 
PKD, también estimula la fosforilación de HDAC5 en las Ser259 y 498, lo que conduce a la exclusión 
nuclear de HDAC5 y la consiguiente activación transcripcional (Ha et al., 2008b). Así pues, el complejo 
programa de expresión génica y migración desencadenado por VEGF en células endoteliales que 
conduce a angiogénesis es orquestado, al menos en parte, por la fosforilación de HDAC5 y HDAC7 
mediada por PKD, que conduce a su exclusión del núcleo en estas células, lo que convierte a PKD en 
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una atractiva diana para terapia antiangiogénica. 
A PKD también se le ha asignado un papel en el proceso de diferenciación de osteoblastos. Las 
proteínas BMPs (Bone morphogenteic proteins) son factores de crecimiento multifuncionales que 
pertenecen a la superfamilia de TGF-β (Transforming growth factor beta). Contribuyen a la formación del 
hueso y tejidos conectivos mediante la inducción de la diferenciación de células mesenquimales en 
células formadoras de hueso. Estudios realizados han demostrado que BMP-2 induce la activación de 
PKD a través de una vía independiente de PKC durante la progresión del linaje de osteoblastos 
(Lemonnier et al., 2004) y que PKD es necesaria para los efectos de BMP-2 en la diferenciación de 
osteoblastos (Celil y Campbell, 2005). BMP-2 induce la exportación de HDAC7 del núcleo en células 
mesenquimales, la cual está asociada con el aumento de la fosforilación de HDAC7 y la unión de 14-3-3 
(Jensen et al., 2009). HDAC7 reprime la actividad de Runx2 (Runt-related transcription factor 2), un 
regulador transcripcional maestro de la biología del esqueleto. PKD1 induce la exportación nuclear de 
HDAC7 con lo que alivia la represión transcripcional mediada por Runx2 (Jensen et al., 2009). Aunque 
puedan estar implicadas otras vías, existe pues un mecanismo por el que la señalización de BMP-2 
regula la actividad de Runx2 vía la inhibición dependiente de PKD de la represión transcripcional ejercida 
por HDAC7. 
Además, en células nerviosas PKD1 y PKD2 se han implicado recientemente en diversas funciones 
neuronales como la formación de axones, clasificación de proteínas dendríticas y arborización dendrítica 
(Bisbal et al., 2008; Czondor et al., 2009; Yin et al., 2008), con lo que desempeñan un papel en el 
establecimiento de la polaridad neuronal, así como en la señalización por glutamato a través del grupo I 
de receptores metabotrópicos (Krueger et al., 2010). 
En células epiteliales polarizadas, PKD1 y PKD2, pero no PKD3, regulan específicamente la 
producción de vesículas desde el TGN (Red trans-Golgi) destinadas a la membrana basolateral más que 
a la membrana apical, por lo que estos miembros de la familia de PKD pueden desempeñar un papel 
importante en la generación de la polaridad epitelial (Yeaman et al., 2004). 
Es interesante como, PKD regula el aprendizaje y el comportamiento en C. elegans, integrando 
información externa en células epiteliales intestinales y neuronales (Fu et al., 2009). 
PKD también está implicada en procesos de inflamación y estrés oxidativo. NF-κB (Nuclear factor-
kappa B) es un factor de transcripción clave que es activado por múltiples receptores y regula la 
expresión de una gran variedad de proteínas que controlan la inmunidad innata y adaptativa. Numerosos 
estudios indican que PKD es un mediador de la inducción de NF-κB en una gran variedad de células 
expuestas a agonistas de GPCRs o estrés oxidativo (Chiu et al., 2007; Mihailovic et al., 2004; Song et al., 
2009; Storz et al., 2004a, b; Storz y Toker, 2003). La estimulación de células epiteliales de colon 
humanas NCM4650 con LPA, un lípido bioactivo el agonista de GPCRs, conduce a una rápida y notable 
activación de PKD2, la principal isoforma expresada en estas células (Chiu et al., 2007). El LPA estimula 
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la producción de interleuquina 8, un potente quimioquina pro-inflamatoria y estimula la activación de NF-
κB. 
Asimismo, PKD actúa como mediador de la hipertrofia cardiaca, una condición asociada con elevado 
riesgo para el desarrollo de fallo cardiaco. PKD directamente fosforila HDAC5, una enzima que suprime 
la hipertrofia cardiaca (Vega et al., 2004). 
Dado el amplio papel de PKD en la transducción de señales, migración, secreción, expresión génica, 
diferenciación y proliferación no es de extrañar que la señalización mediada por PKD haya sido implicada 
en una gran variedad de células cancerosas de distinto origen. Además de promover directamente la 
proliferación de células cancerosas, también se ha implicado en la regulación de diversos aspectos del 
microentorno del tumor, incluyendo angiogénesis, inflamación e inducción de COX-2 (Cyclooxygenase-2) 
(Yoo et al., 2009). Un reciente estudio ha identificado una mutación recurrente en el gen PRKD1 que 
codifica para PKD1 en los cánceres de mama y colon humanos (Kan et al., 2010). 
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Las Óxido Nítrico Sintasas (NOSs) son enzimas complejas altamente reguladas, y su actividad y por 
tanto la producción de •NO, está sujeta a una amplia variedad de controles transcripcionales, 
traduccionales y postraduccionales.  
En este bloque de la tesis se ha profundizado en el estudio del papel que desempeña el módulo 
carboxi-terminal de cada una de las isoformas de las NOS en la regulación de la síntesis de •NO. 
 
1. Óxido nítrico sintasa endotelial 
Un primer objetivo fue examinar si la eNOS era un nuevo sustrato de la proteína quinasa D (PKD), y 
si tal fuera el caso, estudiar el papel de esta fosforilación. 
 Los distintos factores de crecimiento de endotelio vascular (VEGFs) y sus receptores tirosina 
quinasa de endotelio desempeñan un papel central en la regulación del desarrollo de los vasos 
sanguíneos y linfáticos, y son esenciales para la angiogénesis tanto en condiciones normales como en 
condiciones patológicas. La lectura de dos artículos nos puso sobre la pista de que la eNOS pudiera ser 
un sustrato de PKD. El primero de Wong y colaboradoes (Wong y Jin, 2005) en el que describían que en 
células endoteliales VEGF activa PKD vía la cascada de señalización VEGFR2/PLCγ/PKCα y PKD 
desempeña un papel clave en la señalización de ERK inducida por VEGF y en la proliferación de células 
endoteliales. El segundo de Hao y colaboradores (Hao et al., 2009) en el que describen que PKD2 
desempeña un papel esencial en la proliferación de células endoteliales y la migración necesaria para la 
angiogénesis al menos en parte a través de la modulación de la expresión de VEGFR2 y FGFR1, dos 
receptores de factores de crecimiento claves implicados en angiogénesis y donde emplean un anticuerpo 
comercial que reconoce sustratos de PKD fosforilados en un lisado de células endoteliales HUVEC 
(Human umbilical vein endothelial cells), y observan una banda de 130 kDa que corresponde a un 
sustrato de PKD fosforilado. Todo ello nos hizo sospechar que dicha banda fosforilada por PKD en 
células endoteliales fuera la eNOS de forma que PKD regulara la actividad de eNOS y la síntesis de •NO, 
de modo que la implicación de PKD en la proliferación de células endoteliales, migración y angiogénesis 
se llevara a cabo, al menos en parte, a través de la activación de su sustrato eNOS. 
 
Los objetivos que nos planteamos en esta parte del primer bloque de la tesis fueron: 
- Determinar si la eNOS es un nuevo sustrato de PKD tanto in vitro como in vivo, y por lo tanto si PKD 
fosforila a la eNOS en el residuo de serina conservado (Ser1179 de la eNOS bovina) presente en el 
motivo carboxi-terminal que constituye un lazo autoinhibiorio. 
- Determinar si dicha fosforilación mediada por PKD es activadora y por la tanto conduce a un aumento 
de los niveles de •NO producidos. 
-  Estudiar si existe una interacción entre PKD y eNOS, y en su caso determinar qué dominios de ambas 
proteínas median dicha interacción. 
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-  Determinar si en células endoteliales un estímulo celular como el VEGF o el tratamiento con el éster de 
forbol PDBu, un potente activador de PKD, induce la fosforilación de la eNOS endógena en la Ser1179 
por PKD endógena, a distintos tiempos de incubación. 
- Determinar mediante inmunofluorescencia la localización subcelular de la eNOS endógena y de PKD1/2 
sobreexpresadas en células endoteliales BAEC tras el tratamiento con VEGF o con PDBu. 
- Estudiar el papel de PKD en la migración de células endoteliales BAEC, una importante etapa en la 
angiogénesis, mediante un ensayo de reparación de herida (wound healing). Valorar la capacidad de 
migración de las células endoteliales BAEC inducida por VEGF o por PDBu, en presencia o no de 
inhibidores específicos de eNOS o de PKD. 
 
2. Óxido nítrico sintasa neuronal 
El segundo apartado de este primer bloque de la tesis se ha centrado en la isoforma neuronal 
nNOS. El extremo C-terminal de PKD1 constituye un motivo de unión a dominios PDZ. Inicialmente se 
proponía un modelo en el que la carga negativa del fosfato incorporado en la Ser916 cuando la PKD1 es 
activa, podría mimetizar un residuo ácido, impidiendo de esta forma la interacción con dominios PDZ 
capaces de interaccionar con el motivo de clase I no fosforilado (Sanchez-Ruiloba et al., 2006), pero este 
cambio podría favorecer la interacción de PKD1 activa con otros dominios PDZ que tuvieran distintas 
afinidades o propiedades como es el caso de dominio PDZ de la nNOS. Además, dado que en neuronas 
tanto nNOS como PKD1/2 se asocian a NMDAR por interacciones mediadas por dominios PDZ se 
estudió si la activación de PKD1 conllevaba una interacción directa con nNOS y si nNOS podía ser 
sustrato de PKD1. 
 
Los objetivos que nos planteamos en esta segunda parte del primer bloque de la tesis fueron: 
- Comprobar si la activación de PKD1 conllevaba una interacción directa con nNOS, interacción mediada 
por el motivo de unión a PDZ fosforilado de PKD1 activa y el dominio PDZ de la nNOS. 
- Determinar si la nNOS es un nuevo sustrato de PKD tanto in vitro como in vivo, y por lo tanto si la PKD 
fosforila a la nNOS en el residuo de serina conservado (Ser11412 de la nNOS de rata) presente en el 
motivo carboxi-terminal que constituye un lazo autoinhibiorio.  
- Estudiar si existe una interacción entre PKD y nNOS, y determinar qué dominios de la PKD median 
dicha interacción. 
- Determinar mediante inmunofluorescencia la localización subcelular de la nNOS y de PKD1 
sobreexpresadas en células HEK293T y en células PC12 tras el tratamiento con PDBu. 
 
3. Óxido nítrico sintasa inducible  
El extremo C-terminal de la iNOS, a diferencia de las isoformas constitutivas, no presenta este 
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residuo de serina fosforilable conservado, pero estudios de deleción de este módulo carboxilo-terminal 
han mostrado que esta región está también limitando la transferencia de electrones y por esta razón 
regulando la actividad de liberación de •NO por la iNOS. En cambio, la iNOS tiene una secuencia 
consenso de unión a dominios PDZ en su extremo C-terminal que interacciona con proteínas de la familia 
NHERF, que constan de varios dominios PDZ. Esta interacción tiene un doble papel: la translocación de 
la iNOS al dominio apical de la célula epitelial polarizada, de forma que se dirige la producción del •NO de 
un modo vectorial hacia la superficie celular epitelial apical del túbulo proximal, y el aumento en la 
población de dímeros activos de iNOS que justifica aumento en la capacidad de síntesis de •NO que se 
observa.  
 
Los objetivos que nos planteamos en esta tercera parte del primer bloque de la tesis fueron: 
- Profundizar en el estudio de la regulación de la actividad de la iNOS desempeñada por este módulo 
carboxi-terminal a través de la deleción progresiva del mismo: Δ5, Δ10, Δ15. 
- Profundizar en el estudio de la regulación de la actividad de la iNOS desempeñada por este módulo 
carboxi-terminal por interacción con dos miembros de la familia NHERF: EBP50 y CAP70. 
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MATERIALES. 
 
1. Reactivos de uso general. 
Los tampones, oligonucleótidos, y reactivos comunes de laboratorio se obtuvieron de Sigma-Aldrich salvo 
excepciones señaladas. La polimerasa Pfu, la T4 DNA ligasa, las enzimas de restricción y los marcadores de masa 
molecular se obtuvieron de Fermentas. Glutamina, antibióticos (penicilina y estreptomicina), medio de cultivo de 
células de mamífero DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium), forbol-12,13-dibutirato (PDBu), VEGF, Gö6976 
(G1171), tricibirine (T3830), inhibidor Akt1/2 quinasa (A6730), 8-Br-cGMP, ionóforo de calcio A23187, (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina dihidroclorada (BH4), flavin mononucleótido (FMN), flavin adenin dinucleótido (FAD), 4,5-
diaminofluoresceína diacetato (DAF2-DA), BSA, NADPH, citocromo c, catalasa, L-NG-nitroarginina metil éster (L-
NAME), ácido sulfanílico, NEDA (N-(1-naftil) etilendiamina dihidroclorado), ATP, DAPI, proteína A-Sepharosa, 
ácido adenílico (2´,3´-ADP), DNA de cadena simple de esperma de salmón para hibridación, y el X-β-Gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido), fueron obtenidos de Sigma. Las resinas Ni-NTA agarosa (Qiagen), 2’,5’-
ADP-Agarosa (Sigma), Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals) y Glutation-Sepharosa (Amersham). La D(+)-
lactosa monohidrato de Scharlau. Los aminoácidos L-Arg, L-His, L-Lys y L-Leu se obtuvieron de Calbiochem-Merck 
Bioscience. La tripsina-EDTA y el suero bovino fetal (FBS), fueron de Bio Whittaker Europe. El medio de cultivo 
base de nitrógeno de levaduras (YNB) sin aminoácidos fue de BD Clontech. El 3-aminotriazol (3-AT) y la lisozima 
de gallina, de Fluka. Los filtros estériles empleados para los ensayos de β-galactosidasa de levaduras, se 
obtuvieron de Whatman. La membrana de inmunodetección de nitrocelulosa Hybond-ECL de Amersham, los 
reactivos de ECL de Pierce. Los inhibidores de fosfatasas fueron PMSF (Sigma), leupeptina (Roche) y aprotinina 
(Bachem). Los inhibidores de fosfatasas PhosSTOP fueron de Roche. La solución de montaje fue de Dako. 
Los anticuerpos monoclonales de ratón anti-eNOS, anti-eNOS-pSer1177 (Ser1177 en la eNOS humana) y anti-
EBP50 se obtuvieron de BD Transduction Laboratories. Los anticuerpos monoclonales de ratón frente a VASP total 
y PKD2, y los policlonales de conejo anti-VASP-pSer239, anti-PKCμ (reconoce PKD 1/2) y anti-PKCμ-pSer910 fueron 
de Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo monoclonal anti-tubulina fue de Sigma. Los sueros policlonales anti-
eNOS, anti-nNOS y anti-GFP, fueron obtenidos para nuestro laboratorio usando las respectivas proteínas 
recombinantes como inmunógeno tras su inyección en conejos. El anticuerpo policlonal de conejo anti-nNOS-fosfo-
Ser1412 se obtuvo de Upstate-Merck Millipore. Los anticuerpos monoclonaes anti-myc y anti-GST se obtuvieron de 
Cell Signalling Technology. Los anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratón conjugados con peroxidasa de 
rábano fueron de Sigma. El anticuerpo secundario marcado con Cy3, fue de Sigma.  
 
2. Líneas celulares. 
2.1. Células de mamífero. 
BAEC (endoteliales de arteria de vaca): obtenidas anteriormente en nuestro laboratorio a partir de aortas de 
vaca suministradas por el matadero de Pozuelo de Alarcón (Madrid). 
COS-7 (epiteliales de riñón de mono): regalo del Dr. M. A. Alonso (CBM, Madrid). 
HEK293T (células de riñón embrionarias humanas): proporcionadas por la Dra. Teresa Iglesias (Instituto de 
Investigaciones Biomédicas Alberto Sols). 
2.2. Bacterias. 
DH5αF´: F´endA1 hsdR17 (r-k,m+k) supE441- thi-1 recA1 gyrA (NaIr) relA1 ∆ (lacIZYA-argF) U169 deoR 
[Φ80 dlac ∆ (lacZ) M15]. Cepa de E. coli utilizada para la clonación de los distintos DNAs. 
BL21(DE3): F´-ompT[lon]hsdSB(r-b,m-b )gal[dcm]con DE3, profago 1 que contiene el gen de la RNA 
polimerasa del fago T7 y el lisógeno del fago λ DE3 (T7 RNA polimerasa). Cepa de E. coli deficiente en las 
proteasas lon y ompT. Se empleó para la expresión de las proteínas recombinantes. 
2.3. Levaduras. 
Y190: fueron un regalo del Dr. Iván Ventoso (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Madrid). Cepa de 
Sacharomices cerevisiae empleada en los estudios de interacciones proteína-proteína por el sistema de doble 
híbrido de levadura. 
 
3. Medios de cultivo 
3.1. Células de mamífero 
Las células HEK293T y COS-7 fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero 
fetal bovino (FBS), 100 u/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina y 2 mM L-glutamina en atmósfera húmeda con 
CO2 al 5%, a 37°C.  
Las células BAEC fueron crecidas en las mismas condiciones pero con un 20% de suero fetal bovino. 
Para despegar las células adherentes de la superficie de crecimiento, proceso conocido como tripsinización, 
se utilizó una solución con tripsina al 0.05% y EDTA al 0.02%. 
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Las células tratadas o transfectadas con las distintas construcciones fueron analizadas entre 24-48 h post-
transfección. 
 
3.2. Bacterias 
LB: Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7.0 y agar 1.5% para medio sólido. Este medio se 
empleó para amplificar todos los plásmidos por miniprep, en células DH5α. Cuando se preparó LB-agar (medio 
sólido), se añadió el antibiótico ampicilina o kanamicina (concentración final 100 μg/ml). 
2XYT: Triptona 1.6%, extracto de levadura 1%, NaCl 0.5%, pH 7.0. Este medio se empleó para la expresión 
de proteínas recombinantes en células BL21. 
 
3.3. Levaduras 
YPDA: peptona 2%, extracto de levadura 1%, glucosa 2%, sulfato de adenina 0.004% y agar 2% para medio 
sólido. Medio complejo de crecimiento de levaduras, empleado para el crecimiento de las células Y190 sin 
transformar. 
SD: base de nitrógeno de levaduras (YNB) sin aminoácidos al 0.67%, glucosa al 2% y agar al 2% para medio 
sólido. Medio mínimo con sales, elementos traza, vitaminas, una fuente de nitrógeno y glucosa, empleado para la 
selección de las levaduras transformadas con los diferentes plásmidos. A este medio se le añaden suplementos 
como el 3-amino-triazol (3-AT), que inhibe la síntesis constitutiva de histidina, y los L-aminoácidos necesarios en 
cada caso (leucina, triptófano e histidina). 
 
4. Plásmidos  
4.1. Plásmido pCWori (pTACTAC) 
Es un regalo de R. Fletterick (Universidad de California, San Francisco). Utilizado para la expresión de las 
proteínas recombinantes en bacterias E. coli. El promotor tac duplicado permite la expresión continua y sostenida 
de proteína tras la inducción con IPTG. El gen que codifica para la proteína de interés que se desea expresar de 
forma recombinante, se liga en el sitio de multiclonación en la orientación correcta y con el correcto marco de 
lectura de modo que se añade una extensión de 6 histidinas en el extremo N-terminal, lo que permite la posterior 
purificación de la proteína recombinante mediante una columna de afinidad Ni-NTA agarosa. Este vector se replica 
de forma autónoma en E. coli y confiere resistencia a ampicilina. 
 
4.2. Plásmido pDEST15 (Invitrogen-Life Technologies) 
Vector empleado para la expresión de proteínas recombinantes en bacterias E. coli, tras la inducción con 
IPTG. La proteína de interés, en nuestro caso el dominio catalítico activo de PKD1 (PKD1-cat activo), se expresa 
fusionado a la proteína glutation sintetasa transferasa (GST), la cual queda en el extremo N-terminal, lo que 
permite la posterior purificación de la proteína recombinante mediante una columna de afinidad Glutation-
Sepharosa. Este vector confiere resistencia a ampicilina y cloranfenicol. 
 
4.3. Plásmido pKLSLt 
Es un regalo de J. M. Mancheño (Instituto Rocasolano, CSIC, Madrid) (Mancheño-Gómez y Angulo-Herrera, 
2009). Utilizado para la expresión de las proteínas recombinantes en bacterias E. coli, tras la inducción con IPTG. 
Genera una proteína de fusión que contiene un fragmento de la lectina hemolítica (LSL) del hongo Laetiporus 
sulphureus en el extremo N-terminal, lo que permite su purificación mediante una columna de afinidad Sepharosa 
4B. La secuencia comprendida entre el final de la lectina y el sitio de multiclonaje, corresponde a la secuencia de 
corte por una proteasa viral (TEV). Este vector se replica de forma autónoma en E. coli y confiere resistencia a 
kanamicina. 
 
4.4. Plásmido pEFBOS 
Este plásmido que presenta un promotor muy fuerte, se emplea para la sobreexpresión de la proteína de 
interés en células de mamífero. El vector fue cedido por la Dra. Teresa Iglesias (Instituto de Investigaciones 
Biomédicas Alberto Sols, Madrid) y genera una proteína de fusión con la proteína GFP en el extremo N-terminal. 
Nos cedió dicho plásmido con las distintas construcciones de PKD1 clonadas, que habían empleado previamente 
en su laboratorio (Matthews et al., 1999a; Matthews et al., 2000; Sanchez-Ruiloba et al., 2006). A partir de este 
vector y mediante genética molecular, generamos un vector pEFBOS sin GFP, adecuado para la sobreexpresión 
de la proteína eNOS ya que es preferible que no presente ningún epítopo ni en el extremo N-terminal ni en el C-
terminal. Confiere resistencia a ampicilina. 
 
4.5. Plásmido pcDNA3 
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Este vector, con las construcciones correspondientes a la nNOS de rata silvestre (nNOS) y el mutante puntual 
nNOS-Ser1412Ala (nNOSS1412A), fue cedido por el Dr G. A. Rameau y el Dr. E. B. Ziff (Rameau et al., 2007). 
Genera una proteína fusionada a una epítopo myc en su extremo N-terminal y es adecuado para la sobreexpresión 
de la proteína de interés en células de mamífero. Confiere resistencia a ampicilina. La Dra. Teresa Iglesias, 
también nos cedió distintas construcciones de la PKD1 clonadas en este plásmido, sin GFP ni epítopo myc. 
 
4.6. Plásmido pLKO-1 (MISSION® shRNA) 
Vector empleado para silenciar la expresión de una proteína de interés en células de mamífero. La 
introducción del plásmido ya sea transfectando o mediante infección con lentivirus, pone en marcha el mecanismo 
de RNA de interferencia. Una vez que el shRNA (short hairpin RNA) es transcrito, da lugar a una estructura en 
forma de horquilla que es reconocida y procesada por Dicer, que genera un siRNA (small interfering RNA). El 
complejo RISC (RNAi-Induced Silencing Complex) separa las dos hebras del siRNA y el complejo activado con la 
hebra antisentido de siRNA unida, se dirige hacia el mRNA diana (reconocimiento mediado por la hebra de siRNA), 
produciéndose el consiguiente corte del mismo y posterior degradación, reduciéndose de esta forma los niveles de 
proteína total. 
 
4.7. Plásmido pGAD GH (BD Clontech)  
Vector empleado en los ensayos de doble híbrido de levadura, que genera una proteína híbrida que contiene 
la secuencia del dominio de activación de la transcripción del factor de transcripción GAL4 (DNA-AD; aa 768-881). 
El gen que codifica para la proteína de interés se liga en el sitio de multiclonaje, el cual se localiza en el extremo 3´ 
del marco de lectura abierto de la secuencia del dominio de activación, en la orientación correcta y con el correcto 
marco de lectura de modo que se genera una proteína de fusión. La proteína de fusión se expresa a elevados 
niveles en levaduras a partir del promotor constitutivo ADH1; la transcripción finaliza en la señal de terminación de 
la transcripción ADH1. La proteína híbrida es dirigida hacia el núcleo de la levadura mediante secuencias de 
localización nuclear que han sido añadidas a la secuencia del dominio de activación a partir de una fuente 
heteróloga. Es un vector que se replica de forma autónoma tanto en E. coli como en S. cerevisiae. Contiene el gen 
bla (confiere resistencia a ampicilina en E. coli) y el marcador nutricional LEU2, que permite que las levaduras 
auxótrofas que contienen este vector puedan crecer en un medio sintético limitante que carece de leucina. 
Alternativamente se empleó el plásmido pACT2, que presenta unas características similares, y también genera una 
proteína híbrida que contiene la secuencia del DNA-AD del factor de transcripción GAL4 
 
4.8. Plásmido pGBT9 (BD Clontech) 
Vector empleado en los ensayos de doble híbrido de levadura, que genera una proteína híbrida que contiene 
la secuencia del dominio de unión al DNA del factor de transcripción GAL4 (DNA-BD; aa 1-147). Es similar al 
pGAD, pero en este caso contiene el marcador nutricional TRP1, que permite que las levaduras auxótrofas que 
contienen el vector crezcan en un medio sintético limitante que carece de Trp. Alternativamente se empleó el 
plásmido pGBKT7, que presenta unas características similares, y también genera una proteína híbrida que 
contiene la secuencia del DNA-BD del factor de transcripción GAL4. 
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MÉTODOS. 
 
1. Clonación en el vector de expresión en bacterias pCWori, expresión recombinante y purificación de las 
construcciones de las tres NOSs. 
Todas las construcciones fueron clonadas mediante PCR introduciendo los sitios de restricción NdeI (en el 
extremo 5´) y XbaI (en el extremo 3´). Tras la digestión del producto de PCR con ambas enzimas, cada fragmento 
se ligó en el vector de expresión bacteriano pCWori, que introduce una secuencia de 6 histidinas en fase con el 
extremo N-terminal de la proteína recombinante tal y como se describió anteriormente (Rodriguez-Crespo et al., 
1999; Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). Las construcciones se comprobaron mediante 
secuenciación automática. Dado la inestabilidad de todas las isoformas de NOS, las purificaciones de las distintas 
proteínas se llevaron a cabo a 4ºC en un solo día. La concentración de las proteínas completas (y que por tanto 
contienen el grupo hemo), se determinó a partir del espectro de absorción de cada una usando el coeficiente de 
extinción ε400 = 100 mM-1 cm-1 para la enzima férrica (Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). 
 
1.1. Dominio reductasa de la eNOS.  
Esta construcción había sido elaborada anteriormente en el grupo. Usando como molde el cDNA de la eNOS 
bovina, se clonó el dominio reductasa (aa 489-1205) en el vector pCWori. Con este vector se transformaron las 
células competentes BL21(DE3) de E. coli y se llevó a cabo la expresión de la proteína recombinante, en medio de 
crecimiento 2XYT, llevando a cabo la inducción con IPTG 1 mM una vez que la DO600 fue de 1, a 22ºC. Las 
bacterias se lisaron y se resuspendieron en Tris 100mM, pH 7.0, en presencia de los inhibidores de proteasas 
leupeptina 10 g/ml, aprotinina 10 g/ml y PMSF 2 M. La proteína se purificó en dos etapas, con dos columnas 
de afinidad, la primera de ellas de Ni-NTA, a la que se une por las 6 histidinas, y la segunda de 2’,5’-ADP-Agarosa, 
a la cual se une por su dominio NADPH, siguiendo las instrucciones del fabricante (Rodriguez-Crespo y Ortiz de 
Montellano, 1996). 
 
1.2. nNOS completa y dominios hemo-oxigenasa y reductasa. 
Empleando como molde el cDNA de la nNOS de rata, la proteína completa (aa 1-1429), la mitad N-terminal 
de la nNOS que comprende el dominio hemo oxigenasa (aa 1-759) o la mitad C-terminal que incluye el dominio 
reductasa (aa 715-1429), se clonaron en el vector pCWori (Rodriguez-Crespo et al., 1999). Cada una de las dos 
mitades de la nNOS incluye la secuencia de unión de CaM ya que la unión de CaM ayuda al plegamiento de la 
proteína y favorece el rendimiento total (Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). La expresión y 
purificación de la nNOS completa en este vector ya ha sido descrita (Gerber et al., 1997). De forma general, la 
expresión se llevó a cabo en células BL21, tras inducción con IPTG 1 mM, a 22ºC durante 20 h, en coexpresión 
con el plásmido pACYC que contiene el cDNA de la CaM y que confiere resistencia a cloranfenicol como se ha 
descrito anteriormente (Rodriguez-Crespo et al., 1999). La proteína nNOS completa y el dominio reductasa se 
purificaron en dos etapas, con dos columnas de afinidad, la primera de ellas de Ni-NTA y la segunda de 2’,5’-ADP-
Agarosa, mientras que el dominio hemo-oxigenasa se purificó sólo mediante una columna de Ni-NTA como se ha 
descrito anteriormente (Rodriguez-Crespo et al., 1999; Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996).  
 
1.3. iNOS completa y dominio reductasa y sus respectivos mutantes delecionados en el extremo C-
terminal Δ5, Δ10 y Δ15. 
Empleando como molde el cDNA de la iNOS de macrófago de ratón clonado en el vector pCWori (pCWori-
mmiNOS wt) regalo del Dr. Paul Ortiz de Montellano (Universidad de California, San Francisco), la proteína 
completa (aa 1-1144), o la mitad C-terminal que incluye el dominio reductasa (aa 495-1144), así como los 
mutantes delecionados en el extremo C-terminal Δ5, Δ10 y Δ15 de ambas construcciones, se clonaron en el vector 
pCWori. Al igual que en la clonación de la nNOS, el dominio reductasa incluye la secuencia de unión de CaM. La 
expresión se llevó a cabo en células BL21, tras inducción con IPTG 1 mM, a 22ºC durante 20 h, coexpresando la 
CaM, necesaria para lograr el correcto plegamiento de la iNOS (Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). 
Todas las proteínas se purificaron en dos etapas, con dos columnas de afinidad, la primera de ellas de Ni-NTA y la 
segunda de 2’,5’-ADP-Agarosa (Rodriguez-Crespo et al., 1999; Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). 
 
2. Clonación, expresión recombinante y purificación del dominio catalítico de PKD1 fusionado a GST. 
El plásmido correspondiente a la construcción GST-PKD1cat, nos fue cedido por la Dra. Teresa Iglesias 
(Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, Madrid). Para llevar a cabo su clonación, la región C-terminal 
de PKD1 (Ser558-Leu918; PKD1cat) que contenía el dominio catalítico completo se amplificó mediante PCR 
empleando como molde el plásmido pBS-PKD1 y el producto de PCR se clonó en el vector pDONR201 mediante 
una reacción de recombinación con clonasa BP (GATEWAY system, Invitrogen-Life Technologies), para generar la 
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construcción pENTR-PKD1cat. Tras secuenciación automática, el fragmento PKD1cat se subclonó en el vector 
pDEST15 empleando la clonasa LR. Este vector de expresión en procariotas da lugar al dominio catalítico activo 
de PKD1 (PKD1-cat activo) fusionado a la proteína GST (GST-PKD1cat) con una masa molecular aproximada de 
65 kDa. La expresión se llevó a cabo en células BL21(DE3), en 3 l de medio LB con antibióticos, tras inducción con 
IPTG 1 mM, a 30ºC durante 4 h. Las bacterias se resuspendieron y lisaron en PBS en presencia de lisozima y 
ditiotreitol 10 μM, y de los inhibidores de proteasas leupeptina 10 μg/ml, aprotinina 10 μg/ml y PMSF 2 μM seguido 
de sonicación. La proteína se purificó mediante cromatografía de afinidad con resina de Glutation-Sepharosa, 
según las especificaciones del fabricante. Se dializó en tampón Tris 50 m, pH 7.0, 100 mM NaCl, para eliminar el 
glutation presente en el tampón de elución. Esta proteína es constitutivamente activa ya que carece del dominio 
regulador autoinhibitorio.  
 
3. Clonación en el vector de expresión en bacterias pCWori, expresión recombinante y purificación del 
dominio PDZ1 de EBP50. 
Empleando como molde el plásmido pACT2-EBP50, se clonó el dominio PDZ1 (aa 1-99) de EBP50 en el 
vector pCWori, entre los sitios de restricción NdeI y XbaI. La expresión se llevó a cabo en células BL21, tras 
inducción con IPTG 1 mM, a 30 ºC durante 20 h. El pellet celular se lisó en Tris 0.1 M, pH 7.0 en presencia de 
inhibidores de proteasas y lisozima, seguido de sonicación y la proteína se purificó mediante una cromatografía de 
afinidad en columna de Ni-NTA. 
 
4. Clonación en el vector de expresión en bacterias pKLSLT, expresión recombinante y purificación de 
CAP70 completa.  
Se diseñaron oligonucleótidos para clonar CAP70 completa (o NHERF-3) en el vector pKLSLt, entre los sitios 
de restricción EcoRI y XhoI (pKLSLt-CAP70). La expresión se llevó a cabo en células BL21, tras inducción con 
IPTG 1 mM, a 30 ºC durante 20 h. El pellet celular se lisó en Tris 0.1 M, pH 7.0 en presencia de inhibidores de 
proteasas y lisozima, seguido de sonicación y la proteína se purificó mediante una cromatografía de afinidad en 
una columna Sepharosa 4B. La elución se realizó con lactosa 200 mM en Tris 0.1 M, pH 7.0. 
 
5. Clonación de las construcciones de PKD1 en el vector de expresión en células de mamífero pEFBOS. 
La Dra. Teresa Iglesias (Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, Madrid), nos cedió todas las 
construcciones correspondientes a la PKD1 clonadas entre los sitios EcoRI en el vector pEFBOS, que contienen la 
GFP en el extremo N-terminal, para su transfección en células de mamíferos y consiguiente sobreexpresión de la 
proteína de interés. Los plásmidos que nos cedió corresponden a las siguientes construcciones: el vector vacío 
pEFBOS-GFP, o la GFP fusionada a PKD1 silvestre (PKD1), mutante quinasa inactivo (mutante sencillo 
Asp733Ala; PKD1ki), mutante constitutivamente activo (doble mutante Ser744/748Glu; PKD1ca), mutantes de 
deleción que carecen del dominio PH (PKD1ΔPH) o del dominio CRD (PKD1ΔCRD), o un mutante al que se ha 
delecionado el motivo de unión a PDZ (PKD1ΔSIL) que han sido utilizados previamente (Matthews et al., 1999a; 
Matthews et al., 2000; Sanchez-Ruiloba et al., 2006). Algunas de estas construcciones nos las cedió clonadas en 
el vector pcDNA3, también para sobreexpresión en células de mamíferos, que no tiene la GFP. 
 
6. Clonación de las construcciones de eNOS bovina en el vector de expresión en células de mamífero 
pEFBOS, previa eliminación de la GFP. 
A partir del plásmido pEFBOS-GFP que nos cedió la Dra. Teresa Iglesias, mediante genética molecular se 
eliminó la GFP y en este mismo plásmido se clonaron las distintas construcciones de la eNOS bovina entre los 
sitios de restricción NheI y EcoRI. Para ello se diseñaron distintos oligonucleótidos y se empleó de molde para la 
PCR el plásmido pCW-eNOS bovina completa. Se clonaron eNOS completa (eNOS, aa 1-1205), y el dominio 
NADPH (NADPH, aa 988-1205) y sus respectivos mutantes no fosforilables (Ser1179Ala); un mutante delecionado 
en el C-terminal Δ27 (eNOSΔ27, aa 1-1178), y el dominio hemo oxigenasa (HEMO, aa 1-521). Estas 
construcciones se emplearon para la transfección en células de mamíferos y consiguiente sobreexpresión de la 
proteína de interés. 
 
7. Clonación de las construcciones para los ensayos de doble híbrido de levadura de las construcciones 
de PKD1, nNOS y CAPON. 
El grupo de la Dra. Teresa iglesias, elaboró distintas construcciones de la PKD1 para los ensayos del doble 
híbrido de levadura. Así, mediante PCR y empleando dos oligonucleótidos que introducían los sitios de restricción 
NdeI/EcoRI para su posterior ligación en el vector pGBKT7 en fase con el dominio de unión a DNA de GAL4, 
clonaron el dominio catalítico activo completo de PKD1 (aa 557-918) o dos construcciones C-terminales más cortas 
(aa 591-918) las cuales contenían el motivo de unión a PDZ de PKD1 silvestre o el mutante fosfomimético PKD1-
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Ser916Glu (PKD1S916E, descrito en (Sanchez-Ruiloba et al., 2006)). Para llevar a cabo los ensayos de doble 
híbrido de levadura, por otro lado nosotros llevamos a cabo la clonación de dos construcciones correspondientes al 
dominio PDZ de la nNOS, que se amplificaron mediante PCR empleando oligonucleótidos que introducían los sitios 
EcoRI y SalI para su clonación en el vector pGAD, en fase con el dominio de activación de GAL4. Una 
construcción más corta que contenía solo el dominio PDZ de la nNOS (aa 1-102) y otra más larga (aa 1-131) que 
incluye la extensión C-terminal que se encuentra a continuación del dominio PDZ (horquilla β) y que representa 
una unidad estructural relativamente independiente que media la interacción entre nNOS y otras proteínas con 
dominios PDZ como PSD-95 y α1-sintrofina (17). Como control, ambas construcciones correspondientes a la 
nNOS se lanzaron frente a α1-sintrofina, construcción elaborada con anterioridad por el grupo de T. Iglesias: la 
construcción más larga como control positivo y la más corta que carece de la horquilla β como control negativo. 
Además llevamos a cabo la clonación de los últimos aminoácidos de CAPON en el vector pGBT9 entre los sitios de 
restricción EcoRI y SalI, para lo cual diseñamos dos oligos solapantes correspondientes a esa secuencia. Esta 
construcción se empleó como control positivo de la interacción con el dominio PDZ de la nNOS, pues se ha 
descrito que su extremo C-terminal contiene un motivo de unión a PDZ que interacciona con el PDZ de la nNOS 
(Jaffrey et al., 1998). 
 
8. Ensayo quinasa in vitro. 
La fosforilación de la eNOS por el dominio catalítico de PKD1 (GST-PKD1cat) se llevó a cabo mediante un 
ensayo quinasa in vitro. El dominio reductasa de la eNOS purificado en ausencia de CaM, y la quinasa GST-
PKD1cat se mezclaron en tampón de ensayo (Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, MgCl2 5 mM, y ditiotreitol 1 mM), y se 
sometieron a ensayo quinasa in vitro durante 1 h a RT en presencia o ausencia de ATP a concentración final 100 
μM. Las muestras se analizaron mediante inmunodetección con anticuerpos anti-eNOS, anti-eNOS-pSer1177, anti-
PKD y anti-PKD-pSer910.  
La fosforilación de las proteínas purificadas nNOS completa, o de los dominios reductasa y hemo oxigenasa 
por el dominio catalítico de PKD1 (GST-PKD1cat) se llevó a cabo de manera similar mediante ensayo quinasa in 
vitro, en tampón Tris-HCl 30 mM, pH 7.6, MgCl2 10 mM, y ditiotreitol 2 mM, durante 30 min a 30ºC empleando en 
este caso [γ32P] ATP o ATP no radiactivo a concentración final 100 μM. Las muestras se analizaron mediante 
PAGE-SDS y tinción con rojo Ponceau, autorradiografía o inmunodetección, tal y como se indica en los distintos 
experimentos. 
 
9. Identificación del residuo fosforilado en eNOS y en nNOS por PKD1 mediante espectrometría de masas o 
MALDI-TOF/TOF. 
Los productos de la reacción quiinasa in vitro tras la fosforilación tanto de eNOS como de nNOS mediante la 
proteína recombinante correspondiente al dominio catalítico activo de PKD1 fusionada a GST (GST-PKD1cat. 
active), fueron digeridos con tripsina y analizados mediante HPLC seguido de MALDI-TOF/TOF y fragmentación de 
los péptidos y secuenciación de novo en la Unidad de Estudios Proteómicos (Unidad de Proteómica; Facultad de 
Farmacia Parque Científico de Madrid, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain). Los análisis MALDI-
TOF MS se realizaron en un espectrómetro de masas 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied 
Biosystems, MDS Sciex, Toronto, Canada). Los péptidos seleccionados, se sometieron a análisis MS/MS 
empleando el equipo 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA).  
 
10. Cultivos celulares y transfección. 
Las células se sembraron al 60-80% de confluencia para su transfección con el reactivo Lipofectamine2000® 
(Invitrogen-Life Technologies), siguiendo las especificaciones del productor, y se recogieron para su procesamiento 
36-48 h más tarde. En los experimentos en que se valoró peNOS, un día antes de la recogida de las células 
HEK293T o BAEC, se dejaron las células en su medio pero en ausencia de FBS, con el objetivo de disminuir la 
fosforilación endógena por otras quinasas. Cuando fue necesario las células se trataron con PDBu (1 μM) durante 
15 min, 8-Br-cGMP (100 μM) durante 30 min, el ionóforo de calcio A23187 (10 μM) o L-NAME (100 μM) durante 24 
h, según se especifica en los distintos experimentos. Asimismo, cuando fue necesario se añadió extra L-Arg (5 
mM) y BH4 (15 μM). Las cinéticas con PDBu (1 μM) o VEGF (10 ng/ml) se realizaron hasta un tiempo de 30 min. 
 
11. Inmunofluorescencia de células fijadas. 
Para llevar a cabo las inmunofluorescencias, se sembraron células BAEC sobre cristales sin tratar y se 
transfectaron con las construcciones deseadas. Dos días después de la transfección y tras el tratamiento indicado 
en cada experimento, se lavaron las células con PBS y seguidamente se incubaron con metanol a -20ºC, durante 
10 min, a temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces con PBS y a continuación se trataron con paraformaldehído al 
2% en PBS durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Una vez fijadas las células, y tras 3 lavados con PBS, se 
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llevaron a cabo inmunofluorescencias con diversos anticuerpos primarios, incubando las células con una dilución 
1:250 o 1:300 de los mismos en PBS + BSA al 1%, durante 2 h a RT. Tras 3 lavados con PBS se incubaron con el 
anticuerpo secundario fluorescente marcado con Cy3 1:300 en PBS+ BSA al 1%, durante 1 h a RT. Antes del 
montaje, se realizaron 3 lavados con PBS. La tinción de los núcleos se llevó a cabo con DAPI que venía disuelto 
en la solución de montaje. La localización subcelular se analizó en un microscopio confocal espectral LSM710 
(Zeiss) empleando una longitud de onda de excitación de 405 nm para el Hoescht, 488 nm para la fluorescencia de 
la GFP y 543 nm para el fluoróforo Cy3 (rojo). Este micrscopio está compuesto por un microscopio invertido de luz 
transmitida y epifluorescencia Observer.Z1 acoplado a un sistema confocal espectral con 6 líneas de láser y varios 
objetivos disponibles (Plan-APOCHROMAT). El programa de adquisición y análisis de imagen que maneja es el 
Zen2009. Todas las imágenes han sido adquiridas en modo sequencial para evitar posibles cruces de canales. En 
todos los casos se muestra una sección optica menos en aquellos casos en los que se detalla que se ha usado la 
proyeccion máxima. 
 
12. Extractos proteicos e inmunoprecipitación. 
Las células tratadas o transfectadas, se lisaron en tampón de ensayo de radioimmunoprecipitación (tampón 
RIPA) (Tris-HCl 50 mM, pH 7.35, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, deoxicolato de sodio al 0.1%, SDS al 0.1%) 
con inhibidores de proteasas y de fosfatasas durante 45 min a 4°C, y los lisados se centrifugaron durante 10 min a 
8,000 rpm a 4ºC, para eliminar los restos celulares no lisados. Cuando fue necesario, la eNOS endógena o las 
distintas construcciones de esta isoforma sobreexpresadas, fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo policlonal 
casero anti-eNOS, y del mismo modo myc-nNOS o myc-nNOSS1412A se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-
myc. Cuando se inmunoprecipitaron las distintas contrucciones de GFP-PKD, se empleó el anticuerpo anti-GFP. 
Para ello 70 l del sobrenadante se incubaron con el anticuerpo durante toda la noche a 4ºC, con agitación y 
posteriormente con 30 μl de una suspensión 1:1 de sepharosa:proteína A-Sepharosa, durante 4 horas en las 
mismas condiciones. Cantidades equivalentes de lisado total o volúmenes equivalentes de inmunocomplejos se 
analizaron mediante SDS-PAGE, para lo cual las muestras con tampón de aplicación, no se hirvieron sino que se 
calentaron 15 min a 65ºC.  
 
13. Transferencia e inmunodetección (Western Blot) 
En los experimentos de inmunodetección, las proteínas fueron separadas en geles de poliacrilamida en 
presencia de SDS (PAGE-SDS) y transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL, de Amersham). 
Tras un bloqueo de una hora con leche en polvo desnatada al 4% (p/v) en PBS, las membranas se incubaron con 
el anticuerpo primario o al menos 2 h a RT o bien durante toda la noche a 4ºC. A continuación se sometieron a tres 
lavados de 10 min con PBS, luego se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (dirigido 
contra la fracción constate de IgG de conejo o de ratón) durante una hora a temperatura ambiente, se volvieron a 
lavar tres veces y finalmente, se revelaron usando un kit de quimioluminiscencia (ECL, Pierce). La cuantificación 
de la intensidad de las bandas (densitometrado) se realizó utilizando el software Multi Gauge V3.0. (Fujifilm). 
 
14. Ensayo de reparación de la herida (wound healing). 
La capacidad de migración de las células endoteliales BAEC inducida por VEGF o PDBu tras el tratamiento 
con distintos inhibidores de quinasas o de eNOS, se valoró mediante un ensayo de reparación de herida (wound 
healing). Se sembraron células BAEC en placas de 24 pocillos a 35000 células/pocillo. Al día siguiente, las 
monocapas confluentes se incubaron con medio en ausencia de FBS. Dos días después de su siembra, se cambió 
de nuevo el medio a medio sin FBS con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM), y se preincubaron con los distintos 
inhibidores de las quinasas (Gö6976 20 μM; uninhibidor específico de PKD 2.5 μM; Tricibirine 1-2 μM, inhibidor 
Akt1/2 quinasa 20-40 μM) o de eNOS (L-NAME 500 μM) durante 1 h en la estufa, antes de añadir o no el VEGF 
(10 ng/ml) o el PDBu (1 μM), en presencia de los inhibidores. Inmediatamente realizado este último tratamiento, se 
procedió a realizar la “herida” que consistió en una brecha trazada a lo largo del pocillo con una punta común de 
200 μl. Las placas se instalaron en un microscopio con regulación de la temperatura a 37ºC, y se realizó una foto 
del área seleccionada de cada pocillo, cada 30 min durante 24 h. El área de la herida libre de células se monitorizó 
a los tiempos indicados utilizando una cámara conectada a un microscopio invertido. La imagen posteriormente fue 
capturada en una tarjeta y analizada con un programa de análisis de imagen (NIH Image 1.55). El efecto de 
reparación de la herida se calculó como porcentaje de recuperación del área con respecto al área inicial de la 
herida, empleando la siguiente fórmula (Reinhart-King, 2008).  
 
Área recuperada (%) = [(Área de la herida t=0 h – Área de la herida a t=24 h) / Área de la herida t=0 h] * 100 
 
15. Medida de los niveles intracelulares de •NO mediante DAF2-DA 
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Los niveles intracelulares de •NO se valoraron con la sonda fluorescente 4,5 diaminofluoresceína diacetato, 
DAF2-DA. Este compuesto no es fluorescente hasta que reacciona con el •NO. La membrana celular es permeable 
a DAF2-DA de modo que el reactivo puede entrar de forma pasiva. Una vez en el interior celular, es hidrolizado por 
esterasas intracelulares para convertirse en DAF2 (4,5 diaminofluoresceína), que reacciona con el •NO para formar 
un benzotriazol fluorescente (DAF-2T, triazolofluoresceína) (Kojima et al., 1998a; Kojima et al., 1998b). Este 
producto fluorescente puede cuantificarse valorando la emisión de fluorescencia a 515 nm, previa excitación a 495 
nm. Para ello se transfectaron las células con plásmidos de sobreexpresión en células de mamífero que no 
tuvieran la GFP ya que emite, a una longitud de onda similar a la sonda, por lo que se emplearon las 
construcciones de sobreexpresión de PKD1 clonadas en el vector pcDNA3, cedidas por la Dra. T. Iglesias.  
En los experimentos de la eNOS, se transfectaron células COS-7 con el plásmido pcDNA3 vacío como control 
negativo, o con el plásmido previamente clonado en nuestro grupo pcDNA5-iNOS completa como control positivo y 
de máxima señal, o bien se cotransfectaron las células con el plásmido pEFBOS-eNOS completa silvestre o el 
mutante no fosforilable Ser1179Ala junto con los plásmidos pcDNA3 vacío o pcDNA3-PKD1wt. Al día siguiente se 
cambió el medio a las células a su medio sin FBS con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM). Dos días después de la 
transfección, se cambió el medio a su medio sin FBS con la sonda fluorescente DAF2-DA a concentración 25 μM, y 
se incubaron las células al menos 3 h en la estufa, tras lo cual se lavaron y a continuación se trataron o no con 
PDBu 1 μM, o con VEGF 10 ng/ml, durante 1 h en la estufa. Las células se lavaron y se procedió a tomar fotos en 
el microscopio de fluorescencia. 
En los experimentos de la nNOS, se transfectaron células COS-7 con el plásmido pcDNA3 vacío como control 
negativo, o con el plásmido previamente clonado en nuestro grupo pcDNA5-iNOS completa como control positivo y 
de máxima señal, o bien se cotransfectaron las células con el plásmido pcDNA3-nNOS cedido por el Dr G. A. 
Rameau y el Dr. E. B. Ziff y con el pcDNA3 vacío o con el pcDNA3-PKD1wt. Al día siguiente se cambió el medio a 
las células a su medio normal con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM). Dos días después de la transfección, se 
cambió el medio a medio normal con la sonda fluorescente DAF2-DA a concentración 25 μM, y se incubaron las 
células al menos 3 h en la estufa, tras lo cual se lavaron y se procedió a tomar fotos en el microscopio de 
fluorescencia. 
 
16. Ensayo de reducción de citocromo c. 
La actividad reductasa de las proteínas purificadas de iNOS completa y de los dominios reductasa, así como 
de sus mutantes de deleción, fue determinada empleando el citocromo c como aceptor de electrones (Rodriguez-
Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). El ensayo se llevó a cabo a 37ºC, en un volumen final de 500 μl. Se 
prepararon 9.5 ml de tampón de ensayo que contiene 1 ml de Hepes 500 mM, pH 7.5, 1 ml de BSA 1mg/ml en 
agua, 1 ml de CaCl2 1 M y 100 μl de catalasa (10 U/μl) y el resto de agua destilada, se atemperó en un baño a 
37ºC. Se pipetearon 474 μl de esta solución en una cubeta y se dejó estabilizar a 37ºC dentro del 
espectrofotómetro. Se añadió el volumen de iNOS correspondiente en la cubeta y se mezcló por inversión. Se dejó 
estabilizar en el interior del espectrofotómetro. Para iniciar la reacción se añadieron 20 μl de NADPH 10 mM (en 
Tris 25 mM) y 6 μl de una solución de citocromo c 5 mM en gotas separadas en un trocito de parafilm. Se mezcló 
todo por inversión. Se midió la absorbancia a 37ºC a 550 nm durante 2 min y se calculó la pendiente en cada caso 
(ε550 nm= 21 mM-1 cm-1). Tras varios tanteos, se determinó que la cantidad de iNOS óptima para poder determinar 
cambios en la pendiente tras la incubación con las proteínas PDZ era de 0.6 μg. Para ver el efecto de la interacción 
con ambas proteínas PDZ purificadas, se comprobó que era preciso llevar a cabo la preincubación de la iNOS con 
cada una de ellas antes de realizar el ensayo. En cada caso se preincubaron al menos 4 h a 4ºC los 0.6 μg de 
iNOS con distintas cantidades de cada una de las proteínas PDZ recombinantes, y cada punto se analizó por 
duplicado. Cada pendiente se relativizó a la pendiente registrada ese día en el ensayo empleando el dominio 
reductasa de iNOS silvestre sin incubar con proteína PDZ. 
 
17. Ensayo de reoxidación de flavinas. 
El fundamento de este ensayo radica en que el NADPH cede electrones al FAD y éste al FMN. Así el FAD de 
la iNOS que inicialmente estaba oxidado (FAD) se reduce durante el tiempo que haya electrones (FADH2). Una vez 
agotados los electrones del NADPH, el FAD puede ocurrir que vuelva a su estado oxidado, o bien que quede como 
semiquinona estable, con un electrón (FADH+). Se prepararon disoluciones del dominio reductasa de la iNOS 
(silvestre, Δ10 y Δ15), a una concentración de proteína de 5 μM, diluyendo cada stock de proteína en Tris 50 mM, 
pH 7.0 NaCl 100 mM. Se tomaron 400 μl de la disolución de proteína y se comenzó a medir a 459 nm (la λmax en el 
espectro de las reductasas) a temperatura ambiente durante 6 min. Transcurridos unos 15 seg, se añadió el 
NADPH, a una concentración final 20 μM, procurando homogeneizar la muestra y evitando burbujear. Además, y al 
mismo tiempo que se realizó cada ensayo se observó el cambio espectral antes de añadir el NADPH, nada más 
adicionarlo (FADH2) y el estado final de semiquinona (FADH+). Se realizó un espectro antes de añadir el NADPH, 
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donde la longitud de onda a 459 nm refleja el estado del FAD. Del mismo modo se realizó un espectro al final del 
ensayo. Para poder registrar el espectro en el estado reducido (FADH2), fue preciso añadir una concentración 
mayor de NADPH (75 μM), para que tarde más en consumirse y de tiempo a registrar el espectro. 
Para analizar el efecto de EBP50 sobre el dominio reductasa de la iNOS silvestre, se incubaron ambas 
proteínas al menos 1 h a RT. En este caso cada muestra a analizar consistió en tomar 50 μl del dominio reductasa 
de la iNOS silvestre (queda 2.3 μM), 50 μl de EBP50 (queda 4.2 μM) o de su tampón de diálisis para el control, y 
300 μl de tampón de iNOS (Tris 50 mM, pH 7.0, NaCl 100 mM). Se añadió el NADPH a una concentración final 10 
μM.  
 
18. Determinación de la liberación de •NO. 
La determinación de la actividad de la iNOS, se realizó mediante la cuantificación de la concentración de 
nitritos en el medio mediante el método de Griess. Debido a que el •NO es altamente reactivo, en contacto con el 
oxígeno se oxida a nitratos y nitritos, por lo que, una forma indirecta de medir la actividad óxido nítrico sintasa, es 
la determinación de la concentración de nitritos en el medio, mediante este método colorimétrico. Un volumen de 
200 µl de muestra se incubó con 20 µl de ácido sulfanílico (5% H3PO4) 100 mM, y tras agitar en vórtex, se 
adicionaron 20 μl de una solución de NEDA 10 mM. La muestra se dejó reaccionar al menos 15 min a RT, 
valorándose la absorbancia a 545 o 550 nm. Cada muestra se analizó por duplicado. Se valoraron los nitritos en 
dos estudios distintos: 
- Para valorar el efecto de la deleción progresiva del extremo C-terminal, así como el efecto de la incubación 
con las proteínas PDZ, se valoró la actividad de la iNOS en sus formas completas, midiendo la formación de •NO. 
Tras tantear distintas concentraciones de iNOS, se determinó que la concentración óptima para realizar el ensayo 
era de 27.5 nM o de 55 nM (concentraciones a las que el ensayo no estaba saturado, y se veía el mayor cambio en 
la actividad al incubar con las proteínas PDZ) en un volumen final de 200 μl. Se preparó un tampón de reacción 
con L-Arg 20 mM, BH4 25 μM en DTT 250 μM que mejoran la catálisis y disminuyen el desacoplamiento, iNOS 
silvestre completa o en su caso los mutantes de deleción y tampón similar al que estaba disuelta la iNOS. Este 
tampón de reacción se alicuotó en cada pocillo de una placa de 96 pocillos, y por duplicado se añadieron 
volúmenes crecientes de una u otra proteína PDZ. En cada muestra se añadió el mismo tampón en que estaba 
dializada la proteína PDZ, hasta alcanzar así el volumen máximo de proteína PDZ ensayado, minimizando así el 
efecto del tampón en que estaba disuelta la proteína PDZ. Este proceso se realizó trabajando con la placa sobre 
hielo. La placa se atemperó 15 min en la estufa a 37ºC, para dar tiempo a que la iNOS interaccionara con la 
proteína PDZ. A continuación se inició la reacción añadiendo el NADPH a una concentración 0.1 mM. Mientras se 
añadía a cada pocillo, la placa se mantuvo sobre hielo. El tiempo de reacción fue de 15 min, durante los cuales se 
introdujo la placa a 37ºC en la estufa. La reacción se detuvo poniendo la placa en hielo y añadiendo el ácido 
sulfanílico y NEDA para valorar el •NO formado midiendo los nitritos en el medio.  
 
19. Estudio de interacciones proteína-proteína mediante el sistema del doble híbrido de levadura. 
Para estudiar interacciones proteína-proteína mediante ensayos de doble híbrido de levadura se clonaron las 
distintas construcciones descritas en el apartado 7 de Métodos en los vectores pGAD o pGBT9 (o el homólogo 
pGBKT7) (Figura 12).  
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Figura 12. Esquema representativo de los vectores empleados en el sistema. Las proteínas clonadas en 
pGBT9, se expresan fusionadas al dominio de unión a DNA de GAL4 y las clonadas en pGAD GH, fusionadas al 
dominio de activación transcripcional de dicho factor de transcripción.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Sistema del doble híbrido de levadura basado en GAL 4. El factor de transcripción GAL4 activa la 
transcripción del gen HIS3, que confiere a la levadura la capacidad de síntesis de histidina y del gen lacZ, que da 
lugar a la expresión de la enzima β-galactosidasa. 
 
19.1. Transformación de levaduras por acetato de litio.  
Se empleó una cepa de S. cerevisiae Y190, que posee unas características genotípicas adecuadas para su 
uso en este sistema ya que deben ser incapaces de sintetizar Leu, Trp e His y por otra parte deben tener una 
deleción en el gen de GAL4, de forma que no expresen este factor de transcripción. Las características de esta 
cepa se indican en la tabla 1. Para llevar a cabo la transformación, se inoculó una colonia de la cepa Y190 en 10 
ml de YPDA y se mantuvo a 30ºC y 250 rpm hasta que el cultivo alcanzó una DO600 mayor de 1.5 (aprox. 15h). 
Se diluyó en 50 ml de YPDA de modo que quedó a una densidad óptica menor de 0.3 y se mantuvo a la misma 
temperatura y velocidad de agitación hasta que la D.O. fue 0.5-0.7. Posteriormente, se centrifugaron las levaduras 
a temperatura ambiente durante 5 min a 3500 rpm y el pellet se resuspendió en 50 ml de agua milliQ estéril y se 
volvió a centrifugar. Se resuspendieron las células en 400 l de AcLi 0.1 M y se añadió 0.5 g de cada plásmido 
junto con 40 μl de DNA de esperma de salmón (yeastmaker DNA carrier, Sigma). Se mezcló bien y se añadió una 
disolución de PEG (600 μl de una disolución de 2 ml de PEG al 50% + 0.3 ml de AcLi 1 M + 0.7 ml de H2O milliQ 
estéril. Mezclar con vórtex) para después mantenerlas a 30ºC. Transcurridos 30 min se añadieron 70 l de DMSO 
y se incubaron 15 min a 42ºC, seguido de 2 min en hielo. Por último se centrifugaron 5 min a 3000 rpm a 4ºC, se 
resuspendieron en 200 μl de H2O milliQ estéril y se plaquearon en dos tipos de placas: medio mínimo (SD: medio 
mínimo con una fuente de nitrógeno pero sin aporte de aminoácidos) con histidina y sin histidina (este 2º tipo de 
placas tiene 3-AT) (Figura 14). Las células se mantuvieron a 30 ºC entre 3 y 5 días hasta la aparición de colonias 
de un tamaño adecuado. Las células Y190 presentan el inconveniente de que a pesar de su genotipo, son capaces 
de sintetizar His de forma constitutiva, aunque a niveles muy bajos. Por este motivo, para eliminar falsos positivos, 
se añadió a las placas un inhibidor de la síntesis de histidina, el 3-aminotriazol (3-AT). Posteriormente se llevó a 
cabo el ensayo de β-galactosidasa con las colonias de dobles transformantes que crecieron en ausencia de His, 
con el fin de confirmar la existencia de interacción entre las dos proteínas que se expresaban en la levadura. 
 
Tabla 1. Características fenotípicas de la cepa Y190 de S.cerevisiae 
 
Alelo Fenotipo de la cepa mutante 
trp1-901 Trp- ( Requiere triptófano en el medio) 
leu2-3,112 Leu- (Requiere leucina en el medio) 
his3-200 His- (Requiere histidina en el medio) 
ade2-101 Ade- (Genera un pigmento color rojo-rosa) 
lys2-801 Lys- (Requiere lisina en el medio) 
gal4-542 GAL4- (No expresa el regulador transcripcional GAL4) 
 
  
 lacZ   
UAS 
P 
Gal4 
 HIS3 
UAS 
P 
Gal4 
β-galactosidasa Histidina 
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Figura 14. Estudio de interacciones proteína-proteína in vivo mediante el sistema del doble híbrido de 
levadura. Se transforman las levaduras de la cepa Y190 de S. cerevisiae con el vector que contiene el dominio de 
unión a DNA (pGBT9) y el dominio de activación (pGAD) de GAL4. El ensayo de histidina consiste en sembrar las 
transformaciones en placas de medio mínimo en presencia (SDUAKH) y en ausencia de histidina (SDUAK+ 3-AT), 
manteniendo las placas a 30ºC durante 4 días, hasta que las colonias tengan un tamaño adecuado. Por último se 
rayan las colonias en placas SDUAKH para llevar a cabo el ensayo del X-β-Gal.  
 
19.2. Ensayo de β-galactosidasa.  
Se siguió el protocolo descrito por Breeden y Nasmyth (Breeden y Nasmyth, 1985) para determinar la 
existencia de interacción entre dos proteínas expresadas en colonias doblemente transformadas que fueron 
capaces de crecer en placas sin histidina. Si se reconstituye la función de GAL4 se inicia la transcripción del gen 
lacZ de la levadura, apareciendo colonias de color azul. En nuestro caso se llevó a cabo un ensayo cualitativo, 
para determinar la existencia de interacción. Se rayaron colonias de dobles transformantes crecidas en ausencia 
de histidina, en placas de medio mínimo con histidina (SDUAKH) y tras 3 días a 30ºC se llevó a cabo un replicado 
empleando filtros estériles del tamaño de las placas y se dejaron crecer en dichos filtros en placas SDUAKH 
durante 3 días a 30ºC. Se llevó a cabo el ensayo de β-galactosidasa, incubando las células, previamente lisadas 
por congelación en nitrógeno líquido, con una disolución que contenía X-β-Gal, sustrato de la enzima β-
galactosidasa. Si se dio la interacción entre dos proteínas se observó la aparición de color azul en las colonias al 
cabo de unas horas de incubación a 30ºC. 
 
 
  
 Transformación con acetato de litio 
a) Crecen en ambos tipos de placa 
b) Resultados variables 
30ºC 
4 Días 
 
a) Construcciones en pGAD 
b) Construcciones en pGBT9 o pGBKT7  
Ensayo His  Ensayo HIS 
Cepa Y190 de S. cerevisiae 
 
His
+
 
1/2 Leu 
- 
Trp 
- 
1/2 
 
His
-
 
Leu - Trp 
- 
Ensayo X-β-Gal 
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BLOQUE 1: La fosforilación de la Ser1179 por la proteína quinasa D (PKD) regula la 
activación de la Óxido Nítrico Sintasa Endotelial (eNOS) y la producción de •NO. 
 
1. La eNOS es un nuevo sustrato de la PKD. 
La lectura de diversos trabajos, principalmente el de Hao y col. (Hao et al., 2009) en el que 
empleaban un anticuerpo que reconoce sustratos de PKD en un lisado de células endoteliales HUVEC, y 
detectaban una banda de 130 kDa que nos hizo sospechar que se tratara de la eNOS, no sólo por el 
tamaño, sino porque su fosforilación se inducía por VEGF, junto con el hecho de que en este trabajo 
también se ponía de manifiesto que PKD2 desempeña un papel esencial en la proliferación de células 
endoteliales y la migración necesaria para la angiogénesis, decidimos estudiar si eNOS era sustrato de 
PKD. 
 
Figura 15: Identificación de la Ser1179 de la eNOS bovina como diana de fosforilación por PKD1. (A) Se 
llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro empleando ATP y Mg2+, con el dominio reductasa purificado de la eNOS 
bovina (aa 489-1205, Nº de acceso P29473) y el dominio catalítico activo de PKD1 fusionado a GST (PKD1-cat 
activo) purificado. Tras la reacción, la muestra se digirió con tripsina y los péptidos resultantes se analizaron 
mediante HPLC acoplado a MALDI-TOF/TOF. Se muestra el espectro MS/MS del péptido tríptico de la eNOS 
1177TQpSFSLQER1185 (Masa, 1174,502 Da) tras la fragmentación. En la parte superior se indican las series iónicas 
b (fragmentación N-terminal) e y (fragmentación C-terminal), que son detectadas prácticamente en su totalidad. La 
generación típica de dehidroalanina a partir de fosfoserina debido a la pérdida del fosfato durante el análisis, se 
observa como un desplazamiento de -98 Da en las series iónicas b e y. La fragmentación del precursor muestra de 
forma inequívoca que la Ser1179 es el sitio de fosforilación. No se detectaron otros fosfopéptidos entre los más de 
200 péptidos resueltos mediante HPLC acoplado a MALDI-TOF/TOF. (B) El dominio catalítico activo de PKD1 
fusionado a GST (PKD1-cat activo) fosforiló al dominio reductasa de la eNOS purificado en un ensayo quinasa in 
vitro con ATP no radiactivo. La fosforilación de la eNOS por PKD1 en la Ser1179 se detectó mediante 
inmunodetección con un anticuerpo específico que reconoce fosfo-Ser1177 (Ser1177 en la eNOS humana) dentro 
del dominio reductasa de la eNOS (eNOS-pSer1179). 
 
Para determinar si la eNOS podía ser sustrato de PKD se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro 
incubando eNOS bovina recombinante purificada con el dominio catalítico activo de PKD1 fusionado a 
GST (PKD1-cat activo) en presencia de ATP y se procedió a identificar los residuos de la eNOS 
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fosforilados por PKD1 (Figura 15). El producto de un ensayo quinasa in vitro con ATP no radiactivo, fue 
digerido con tripsina y sometido a HPLC y fragmentación de los péptidos mediante MALDI-TOF/TOF. De 
los más de 200 péptidos trípticos de la eNOS obtenidos el único fosfopéptido significativo que fue 
identificado correspondía a TQpSFSLQER (aa T1177-R1185 de la eNOS bovina). La secuenciación de 
novo de un péptido tríptico eluido con una masa de 1174,502 Da, mostró que correspondía a la 
secuencia TQ(pS)FSLQER y el residuo fosforilado se asignó, sin ninguna duda, al aminoácido Ser 
situado en la tercera posición (pS; b5 en Figura 15A). Este análisis nos permitió asignar con seguridad 
que PKD1 fosforila a la eNOS bovina de manera específica en la Ser1179 (TQ-pS1179-FSLQER) in vitro.  
Para confirmar que la Ser1179 de la eNOS era fosforilada por PKD1, se empleó un anticuerpo 
comercial específico que reconoce esta fosfo-posición en la eNOS (eNOS-pSer1179). Se realizó un ensayo 
quinasa in vitro como se ha descrito anteriormente, seguido de inmunodetección (Figura 15B). El 
anticuerpo anti-eNOS-pSer1179 sólo detectaba la eNOS fosforilada cuando había sido preincubada con el 
dominio catalítico activo de GST-PKD1 en presencia de ATP. La autofosforilación en la Ser916 del 
dominio catalítico de PKD1 activo también se podía detectar, e incluso en ausencia de ATP ya está 
fosforilada, indicando que la proteína purificada recombinante está autofosforilada. 
Dado que este residuo de Ser fosforilado de la eNOS no había sido predicho que formara parte de 
una secuencia de fosforilación consenso de PKD1, comparamos la secuencia de aminoácidos de varios 
sustratos conocidos de PKD1 (Tabla 2). La lista de los sustratos proteícos de la PKD1 es bastante 
limitada. Sin embargo, típicamente aparece un residuo hidrofóbico como Leu o Ile en posición (-5), junto 
con un residuo básico como Lys o Arg en posición (-3). Tanto en el caso de la eNOS como en el de la 
nNOS se cumple sólo uno de estos dos requerimientos. Es interesante que tanto el extremo C-terminal 
de PKD1 como el de PKD2 y el extremo C-terminal de eNOS y nNOS sólo cumplen de forma parcial 
estos requerimientos ya que un residuo ácido, Glu, está presente en la posición (-3) de PKD1/PKD2 y un 
residuo básico, Arg, está presente en posición (-5) en la eNOS. Sin embargo, el extremo C-terminal de 
estas proteínas es sustrato de PKD1. En el caso de PKD1, la Ser916 presente en su extremo C-terminal 
puede ser no sólo autofosforilada por PKD1 activa, sino que también puede ser transfosforilada por otras 
moléculas de PKD1 (Sanchez-Ruiloba et al., 2006). En el caso del extremo C-terminal de la eNOS, PKD1 
fosforila la Ser1179 in vitro pero también in vivo, como se demostrará a continuación. Además, varios de 
los aminoácidos presentes en la secuencia de eNOS que es reconocida por PKD1 son idénticos a los 
que aparecen en otros sustratos conocidos de PKD. Además del residuo de Arg conservado en posición 
(-3), la secuencia de fosforilación de la eNOS muestra una Thr en posición (-2) (como en el caso de 
HDAC5 o PI4KIIIb), un Gln en posición (-1) (como en el caso de HDAC5) y una Phe en posición (+1) 
(como en el caso de Kidins220) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Secuencia consenso de fosforilación por PKD y sitios de fosforilación en diversos sustratos de 
PKD conocidos. La Ser fosforilable (pS) se encuentra en posición (0); la posición (-3) la ocupa generalmente un 
residuo básico (Arg/Lys) mientras que en la posición (-5) suele encontrarse un residuo hidrofóbico 
(preferentemente Leu/Val/Ile).  
 
 
2. La fosforilación de la eNOS en la Ser1179 por parte de PKD1 o PKD2 da lugar a un 
aumento en la síntesis de óxido nítrico. 
Con el fin de confirmar que en células endoteliales la sobreexpresión de PKD1 y PKD2 conducía a la 
fosforilación de la eNOS se transfectaron ambas quinasas y se determinó el grado de fosforilación en en 
Ser1179. Tal y como muestra la Figura 16, tanto PKD1 como PKD2 son capaces de aumentar 
significativamente la fosforilación de la eNOS en Ser1179. Como medida indirecta de los niveles de •NO 
determinamos los niveles de fosforilación de VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein), el miembro 
arquetípico de la familia de proteínas de unión a actina ya que está bien establecido que su fosforilación 
en Ser239 es reflejo de los niveles de óxido nítrico (Sartoretto et al., 2009). Tal y como muestra la figura 
16, la fosforilación de eNOS mediada por PKD1 y PKD2 conduce a un aumento en la síntesis de •NO ya 
que es posible detectar mayores niveles de VASP fosforilado, lo cual es indicativo de la activación de la 
ruta del cGMP/PKG. Estos resultados demestran que la ruta VEGF/PKD probablemente juegue un papel 
decisivo en la regulación de la producción de •NO en el endotelio. 
 
 
 
 
Proteína 
sustrato 
-5 -4 -3 -2 -1 pSer +1 +2 
Kiddins220 Ile Thr Arg Gln Met Ser Phe Asp 
RIN1 Leu Arg Arg Glu Ser Ser Val Gly 
Rhotekin Leu Ala Lys Gln Gly Ser Leu Tyr 
Cortactin Leu Ala Lys His Glu Ser Gln Gln 
Hsp27 Leu Ser Arg Gln Leu Ser Ser Gly 
SSH1L Leu Lys Arg Ser His Ser Leu Ala 
Hsp27 Leu Ser Arg Gln Leu Ser Ser Gly 
PI4K IIIb Leu Lys Arg Thr Ala Ser Asn Pro 
HDAC5 Leu Ser Arg Thr Gln Ser Ser Pro 
Snail1 Leu Val Arg Lys Pro Ser Asp Pro 
PKD1 Leu Ser Glu Arg Val Ser Ile Leu 
PKD2 Leu Ala Glu Arg Ile Ser Val Leu 
eNOS Arg Ile Arg Thr Gln Ser Phe Ser 
nNOS Arg Leu Arg Ser Glu Ser Ile Ala 
consenso Leu/Ile  Arg/Lys   Ser   
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Figura 16. En células BAEC, la sobreexpresión tanto de PKD1 como de PKD2 aumenta la fosforilación de la 
eNOS en la Ser1179, lo que conduce a un aumento de la producción de •NO, a la subsiguiente señalización 
vía cGMP/PKG y a la fosforilación de VASP en la Ser239, un marcador bioquímico de los niveles de •NO en 
células vivas. Células BAEC se transfectaron con el vector pcDNA3 vacío o con PKD1 silvestre (PKD1) (panel A) 
o con PKD2 silvestre (PKD2) (panel B). 24 h después de la transfección se reemplazó el medio por medio fresco 
sin FBS con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM) y un día más tarde las células se trataron (+) o no (-) con PDBu 1 
μM durante 15 min, seguido de la lisis y del análisis de los lisados totales mediante inmunodetección (ID). Se 
analizaron los niveles de expresión de eNOS-pSer1179, eNOS total, PKD-pSer916, PKD total, VASP total y tubulina 
en los lisados totales. Como medida de la señalización activada por la producción de •NO, se empleó la detección 
de VASP fosforilada en la Ser239 (VASP-pSer239) que aparece como un doblete de 45 kDa y 50 kDa. Se muestran 
los blotting representativos de tres experimentos independientes. La sobreexpresión tanto de PKD1 como de PKD2 
aumenta la fosforilación de la eNOS en la Ser1179, lo que conlleva un aumento de la actividad de la eNOS, que 
produce mayores niveles de •NO y como consecuencia aumentan los niveles de VASP-pSer239, lo que indica que la 
activación de la eNOS, la producción de •NO y la estimulación de la vía de señalización cGMP/PKG está bajo el 
control de la actividad de PKD también en células BAEC. 
 
Para comprobar que el VEGF induce la activación de eNOS en células endoteliales, estudiamos la 
fosforilación de eNOS en la Ser1179 en células BAEC en respuesta a la estimulación con VEGF. El 
tratamiento con VEGF (10 ng/ml) induce rápidamente la fosforilación de la eNOS, aumentando con el 
tiempo hasta los 30 min ensayados (Figura 17A). La fosforilación de eNOS se determinó mediante el 
anticuerpo comercial que reconoce esta serina fosforilada y se valoraron los niveles de expresión de 
eNOS total para verificar que los cambios en la fosforilación no se debían a una cantidad desigual de 
eNOS total. Esto se puede correlacionar con el rápido aumento en la fosforilación y activación de PKD 
inducido por VEGF a partir de 2 min que alcanza un máximo entre 15 y 45 min en analogía a lo 
observado por Wong y colaboradores (Wong y Jin, 2005), quienes estudiaron de una forma similar la 
activación de PKD inducida por VEGF en células BAEC, valorando la fosforilación de PKD tanto en el 
lazo catalítico (pPKD-Ser744/748) como en la Ser916. 
Además, el tratamiento de las células BAEC con el éster de forbol PDBu, de manera que la 
activación de la ruta PKC diera lugar a la activación de las PKD que se encuentran por debajo de la ruta, 
también condujo al aumento de la fosforilación de la eNOS endógena en la Ser1179  (Figura 17B). Estos 
resultados confirman que PKD también desempeña un papel importante en dicha fosforilación y por tanto 
en la activación de la eNOS. 
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Figura 17. Cambios en la fosforilación de la Ser1179 de la eNOS endógena en células BAEC, tras la 
estimulación con VEGF o PDBu a distintos tiempos. Se sembraron células endoteliales bovinas de aorta 
(BAEC) y 24 h después se reemplazó el medio por medio sin FBS. Al día siguiente, las células se estimularon con 
VEGF (10 ng/ml) (Panel A) durante los tiempos indicados o se trataron con PDBu (1 μM) durante 15 min (Panel B) 
y los lisados se analizaron mediante inmunodetección valorándose eNOS-pSer1179, eNOS total y tubulina. Como se 
ha descrito previamente, la estimulación de las células endoteliales con VEGF aumenta la fosforilación de la eNOS 
en la Ser1179. El activador de PKD, el ester de forbol PDBu, también conlleva un aumento de dicha fosforilación. 
Los gráficos inferiores representan la cuantificación de los blotting y corresponden al cociente eNOS-
pSer1179/eNOS total, expresados de forma relativa al valor obtenido a tiempo 0 min (al que se ha asignado el valor 
de 1), que representa la fosforilación basal por diferentes quinasas intracelulares que convergen en la Ser1179. 
Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.  
 
Para validar los resultados obtenidos en células endoteliales, se comprobó si la eNOS era también 
sustrato de PKD1 y PKD2 en células HEK293T, para lo que se cotransfectaron la eNOS silvestre o el 
mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala (eNOSSA) junto con PKD1 y PKD2 silvestres (GFP-PKD1wt o 
GFP-PKD2wt) (Figura 18A). En un segundo experimento, se cotransfectaron células HEK293T con la 
eNOS silvestre o con el mutante no fosforilable (eNOSSA) y con tres construcciones de PKD1: PKD1wt, 
un mutante constitutivamente activo de PKD1 fusionado a GFP (GFP-PKD1ca) o un mutante inactivo 
(GFP-PKD1ki) (Figura 18B). En concordancia con los resultados obtenidos mediante espectrometría de 
masas, se detectó que si bien en ausencia de PKD existe una fosforilación basal de la eNOS silvestre en 
la Ser1179, debido a la existencia de numerosas quinasas que convergen en esa posición, la 
sobreexpresión de PKD1 o PKD2 silvestres aumenta la fosforilación en la Ser1179 (Figura 18A). El 
aumento en la señal de fosforilación fue mayor cuando se sobreexpresó PKD1 constitutivamente activa y 
disminuyó al transfectar la PKD1 inactiva (Figura 185B). La disminución de la señal al transfectar la 
construcción PKD1ki demuestra que la estimulación de esta vía se ve obstaculizada cuando la actividad 
de PKD1 está comprometida. La eNOS se fosforila in vivo en la Ser1179 sólo en aquellas células que 
han sido transfectadas con la eNOS silvestre, pero no se detectó señal en las células transfectadas con 
el mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala. 
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Figura 18. In vivo, PKD1 y PKD2 fosforilan a la eNOS en la Ser1179. (A) Células HEK293T se cotransfectaron 
con el vector pEFBOS-GFP (-), con GFP-PKD1 (PKD1wt) o GFP-PKD2 (PKD2wt) silvestres clonadas en dicho 
vector, junto con eNOS completa silvestre o su mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala (eNOSSA). (B) Células 
HEK293T se cotransfectaron con el vector pEFBOS-GFP (-), con GFP-PKD1 (PKD1wt), con el mutante de PKD1 
constitutivamente activo (PKD1ca) o con el mutante quinasa inactivo de PKD1 (PKD1ki) clonados en el vector 
pEFBOS junto con eNOS completa silvestre o su mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala (eNOSSA). En ambos 
experimentos, 24 h después de la transfección se reemplazó el medio por medio sin FBS. Un día más tarde, las 
células se lisaron y los lisados totales se analizaron mediante inmunodetección (ID). La detección de eNOS 
fosforilada en la Ser1179 se determinó mediante un anticuerpo fosfoespecífico (eNOS-pSer1179). El panel inferior 
de eNOS-pSer1179 en la figura B corresponde a una exposición más larga. Se hizo stripping de la membrana para 
incubarla con el anticuerpo frene a eNOS, para confirmar que las diferencias en fosforilación no se debían a una 
carga desigual. También se muestran los niveles de GFP, PKD y tubulina en los lisados totales. Se muestran los 
blotting representativos de tres experimentos independientes. Los gráficos de la derecha representan las 
cuantificaciones de los blotting mostrados, para lo que se calculó el cociente eNOS-pSer1179/eNOS total, y se 
expresó de forma relativa al valor obtenido en células transfectadas con eNOS y GFP (al que se ha asignado el 
valor de 1), que representa la fosforilación basal por diferentes quinasas celulares. 
 
Como se acaba de ver, la fosforilación de la eNOS en Ser1179 en el endotelio conduce a su 
activación, hecho que indirectemente se pudo determinar mediante un aumento en la fosforilación de 
VASP. Con el fin de demostrar la activación de la eNOS al producirse su fosforilación en Ser1179 por 
parte de la PKD se llevo a cabo una determinación de la señal de fluorescencia del DAF en células COS-
7 transfectadas con diversas construcciones de manera que pudieran detectarse cambios en los niveles 
de •NO de una forma más directa (Figura 19). Mientras que las células COS-7 sin transfectar o las 
transfectadas con el mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala (eNOSSA) apenas liberan •NO, las células 
tranfectadas con la eNOS silvestre (eNOSwt) mostraban actividad incluso en ausencia de ionóforos. En 
este sistema modelo, la cotransfección de la eNOS con PKD1 da lugar a un significativo aumento en los 
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niveles de •NO detectados, incluso en ausencia de activadores de la quinasa como el PDBu o el VEGF, 
si bien el taratmiento con dichos activadores aumenta los niveles de •NO detectados.  
  
 
Figura 19. La fosforilación de la eNOS por PKD1 conlleva su activación y un consiguiente aumento de la 
síntesis de •NO.  Se transfectaron células COS-7 con la eNOS completa silvestre (eNOSwt) o con el mutante no 
fosforilable eNOS-Ser1179Ala (eNOSSA), en ausencia o presencia de PKD1wt clonada en el vector pcDNA3. Como 
control positivo, se transfectó un pocillo con la iNOS ya que produce grandes cantidades de •NO, y como control 
negativo se transfectó otro pocillo con el plásmido pcDNA3 vacío (denominado DAF). Al día siguiente se cambió el 
medio a las células a su medio normal con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM). 48 h después de la transfección se 
lavaron las células con medio y se incubaron con la sonda fluorescente sensora de •NO, DAF2-DA, a 
concentración 25 μM. El •NO producido por las células se dejó reaccionar con el DAF durante al menos 3 horas 
tras lo cual se lavaron y a continuación se trataron o no con PDBu 1 μM, o con VEGF 10 ng/ml, durante 1 h en la 
estufa. A continuación, la monocapa se lavó exhaustivamente con medio y se detectó la fluorescencia entre 505 y 
525 nm previa excitación a 488 nm. Se fotografiaron un mínimo de 4 campos amplios de la monocopa, de más de 
400 células cada uno. Se muestra un campo representativo de cada una de las condiciones. La fluorescencia se 
cuantificó mediante la determinación de la intensidad de los pixeles y en cada caso se restó el valor de la 
fluorescencia correspondiente a las células trasfectadas con el plásmido vacío (DAF). Los datos corresponden a la 
media ± S.D. para cuatro determinaciones. *, p < 0.05 con respecto a las células transfectadas con el plásmido 
vacío (DAF). 
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3. El tratamiento de células BAEC que sobreexpresan PKD con VEGF ocasiona una 
rápida translocación de la eNOS endógena, así como de la PKD, mientras que el 
tratamiento con PDBu, moviliza la PKD sin que la eNOS modifique su localización. 
        Se estudió el efecto ocasionado en la localización subcelular de la eNOS endógena y de la PKD1 o 
PKD2 sobreexpresada en células endoteliales tras el tratamiento con VEGF o con PDBu (Figura 20).  
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Figura 20. Se sembraron células BAEC sobre cristales y se transfectaron con GFP-PKD1 (Figura 20A) o GFP-
PKD2 (Figura 20B) silvestres. 24h después de la transfección se reemplazó el medio por medio sin FBS, y 24 h 
más tarde se trataron las células con VEGF (10 ng/ml) o PDBu (1 μM) durante 15 minutos. La localización 
subcelular de la eNOS y de la PKD se analizó mediante microscopía confocal, para lo que realizaron las 
inmunofluorescencias tal y como se ha descrito en el apartado de Métodos. Brevemente, tras lavar las células con 
PBS, se permeabilizaron con metanol y se fijaron con paraformaldehido al 2%. La presencia de la eNOS se detectó 
con el anticuerpo policlonal anti-eNOS y posterior incubación el anticuerpo secundario Cy3 (rojo); cada una de las 
isoformas de PKD estaba fusionada a la GFP por lo que no se requirió el empleo de anticuerpos para su detección. 
La tinción de los núcleos se llevó a cabo con DAPI. El tratamiento de las células BAEC con VEGF, induce una 
rápida translocación de la eNOS desde el Golgi, donde se localiza principalmente en condiciones basales, hacia la 
membrana plasmática, y este tratamiento también afecta a la localización de la PKD. El tratamiento con PDBu, 
induce una movilización de la PKD hacia la membrana plasmática, sin afectar a la localización de la eNOS. 
 
 Si bien el tratamiento de las células BAEC con VEGF, induce una rápida translocación de la 
eNOS desde el Golgi, donde se localiza principalmente en condiciones basales, hacia la membrana 
plasmática, como de la PKD, el tratamiento con PDBu, únicamente afecta a la localización de la PKD que 
se moviliza hacia la membrana plasmática, sin afectar a la localización de la eNOS. 
 
4. PKD y eNOS forman un complejo en células transfectadas que implica al dominio 
NADPH de eNOS, aunque su extremo C-terminal no es necesario para esta 
interacción. 
Algunas de las quinasas que fosforilan a la eNOS en serina o treonina físicamente interaccionan con 
la enzima a través de la unión con Hsp90 (Fontana et al., 2002), En este sentido se ha descrito que Akt 
inmunoprecipita con eNOS en células BAEC y viceversa, eNOS inmunoprecipita con Akt, lo que indica 
que ambas enzimas se asocian in vivo (Michell et al., 1999). Con el fin de determinar si PKD y eNOS 
podían asociarse cuando se transfectaban en células de mamífero se cotransfectaron células HEK293T 
con eNOS silvestre o un mutante delecionado en el extremo C-terminal (eNOSΔ27) que perdía el sitio de 
fosforilación, junto con GFP-PKD1 y GFP-PKD2 silvestres (PKD1 o PKD2). Dos días después de la 
transfección se llevó a cabo la inmunoprecipitación de la PKD a partir del lisado total empleando el 
anticuerpo anti-GFP y la presencia de eNOS en los inmunocomplejos se detectó con el anticuerpo anti-
eNOS (Figura 21A). Los resultados muestran que la eNOS silvestre y ambas isoformas de PKD se 
asocian y la fosforilación no está implicada en la asociación eNOS/PKD, pues el mutante delecionado de 
eNOS que pierde el sitio de fosforilación sigue interaccionado con PKD.  
Para intentar encontrar la región de la eNOS implicada en la asociación con PKD1, de nuevo se 
cotransfectaron células HEK293T con PKD1 wt, en presencia o ausencia de PDBu, o su plásmido vacío, 
junto con distintas construcciones de eNOS: eNOS completa, el mutante delecionado en el extremo C-
terminal (eNOS Δ27), el dominio NADPH (aa 988-1205) o el dominio hemo-oxigenasa (HEMO, aa 1-521), 
así como el vector vacío (“vacío”) (Figura 22). Dos días después de la transfección y antes de lisar las 
células, fueron tratadas o no con PDBu durante 15 min para activar PKD1. A continuación, los lisados 
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fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo policlonal anti-eNOS y revelados con los anticuerpos anti-
PKD, para detectar la presencia de PKD1 wt y anti-eNOS para comprobar que la eNOS había sido 
inmunoprecipitada correctamente. Podemos ver que la activación de la PKD con PDBu, si bien aumenta 
los niveles de fosforilación de la eNOS, no aumenta la asociación entre eNOS/PKD1 y esta asociación, 
que como ya se ha comentado no está ligada al proceso de fosforilación ya que el mutante de la eNOS 
delecionado en el extremo C-terminal que ha perdido el sitio de fosforilación sigue interaccionando con 
PKD, implica al dominio NADPH de la eNOS, pues con este fragmento sigue inmunoprecipitando PKD, 
pero no lo hace cuando se transfecta el dominio hemo. Además, incluso en ausencia de tratamiento con 
PDBu, la PKD1wt transfectada es activa ya que está fosforilada en la Ser916, lo que explica el aumento 
en la fosforilación de eNOS en la Ser1179 cuando se co-transfecta con PKD1wt pero no se trata con 
PDBu. 
 
 
Figura 21. PKD1 o PKD2 y eNOS forman un complejo en células transfectadas aunque el extremo C-
terminal de eNOS no es necesario para esta interacción. (A) Células HEK293T se co-transfectaron con el 
plásmido vacío pEFBOS-GFP (-), GFP-PKD1 silvestre (PKD1) o GFP-PKD2 silvestre (PKD2), junto con eNOS 
completa silvestre (eNOS) o con una construcción de eNOS a la que se delecionó la extensión C-terminal, 
eNOSΔ27 (aminoácidos 1-1178; no tiene la Ser1179 fosforilable). 24 h después de la transfección, se reemplazó el 
medio por medio sin FBS y 24 h más tarde las células se lisaron y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-
GFP (Ip: GFP). Los inmunocomplejos se separaron mediante PAGE-SDS y la presencia de eNOS y PKD se 
analizó mediante inmunodetección (ID) empleando los anticuerpos anti-eNOS y anti-GFP, respectivamente. Se 
muestran los niveles de expresión de eNOS-pSer1179, eNOS total, PKDs, GFP sola y tubulina en los lisados totales. 
Se observa que el mutante delecionado en el extremo C-terminal de la eNOS puede asociarse con las PKDs, lo 
que indica que la fosforilación de la eNOS no está implicada en la asociación eNOS/PKD. (B) Células HEK293T se 
co-transfectaron con el plásmido vacío pEFBOS-GFP (-), GFP-PKD1 silvestre (PKD1wt), GFP-PKD1 
constitutivamente activa (PKD1ca), el mutante de PKD1 quinasa inactivo (PKD1ki) o con mutantes a los que se 
delecionó el dominio PH (PKD1ΔPH) o el dominio rico en cisteínas (PKD1ΔCRD), junto con eNOS completa silvestre 
(WT) o su mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala (SA). Las células se trataron y los lisados se 
inmunoprecipitaron y analizaron como se ha descrito en el panel A. Todas las construcciones de PKD 
interaccionan con la eNOS, no pudiéndose adjudicar un dominio concreto imprescindible para la interacción. 
 
Se siguió estudiando la participación de los distintos dominios de PKD1 que pudieran mediar esta 
asociación, para lo que, además de la PKD1 silvestre y sus mutantes constitutivamente activo y el 
quinasa inactivo, se transfectaron los dos mutantes de GFP-PKD1 a los que se había delecionado o el 
dominio de homología a pleckstrina (PH) o el dominio rico en cisteínas (CRD), llamados PKD1ΔPH y 
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PKD1ΔCRD, respectivamente, junto con la eNOS silvestre y el mutante no fosforilable. A continuación, los 
lisados fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-GFP, que permite inmunoprecipitar las distintas 
construcciones de PKD y revelados con los anticuerpos anti-eNOS, para detectar la existencia de 
interacción y anti-GFP para comprobar que los distintos mutantes de PKD habían sido 
inmunoprecipitados correctamente. Tanto el mutante de PKD1 al que se le ha delecionado el dominio 
CRD como al que se le ha delecionado el dominio PH se asocian con la eNOS (Figura 21B), por lo que 
ninguno de esos dos dominios está implicado en la interacción con la eNOS, a no ser que existan 
distintas zonas implicadas en la asociación y ambos estén implicados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. El tratamiento con PDBu aumenta la fosforilación de eNOS en la Ser1179 por PKD1wt, pero no 
favorece la asociación entre eNOS/PKD1; para esta asociación se requiere la presencia del dominio NADPH 
de eNOS. Células HEK293T se co-transfectaron con el vector vacío pcDNA3 o con PKD1 silvestre clonada en este 
vector [signos (-) o (+) en la línea de PKD1wt] junto con diferentes construcciones de eNOS: eNOS completa 
(eNOS), un mutante de eNOS delecionado en el extremo C-terminal (eNOSΔ27, aa 1-1178), el dominio NADPH 
(aa 988-1205) o el dominio hemo-oxigenasa (HEMO, aa 1-521), así como el vector vacío (“vacío”). 24 h después 
de la transfección el medio se cambió por medio sin FBS y 24 h más tarde las células se trataron (+) o no (-) con 
PDBu 1 μM durante 15 min, seguido de la lisis e inmunoprecipitación con el anticuerpo policlonal de conejo anti-
eNOS (Ip: eNOS). Los inmunocomplejos se separaron mediante PAGE-SDS y la presencia de eNOS y PKD se 
analizó mediante inmunodetección (ID) empleando los anticuerpos anti-eNOS y anti-PKD, respectivamente. Se 
analizaron los niveles de expresión de eNOS-pSer1179, eNOS total, PKD-pSer916, PKD total y tubulina en los lisados 
totales. Se observa que el tratamiento con PDBu aumenta aún más la fosforilación de la Ser1179 de la eNOS 
bovina. Además, incluso en ausencia de tratamiento con PDBu, la PKD1wt transfectada es activa ya que está 
fosforilada en la Ser916, lo que explica el aumento en la fosforilación de eNOS en la Ser1179 cuando se co-
transfecta con PKD1wt pero no se trata con PDBu. El aumento en la fosforilación de PKD1 inducido tras el 
tratamiento con PDBu, interfiere en la detección por su anticuerpo, que reconoce el epítopo C-terminal de PKD1. El 
mutante delecionado en el extremo C-terminal de la eNOS puede asociarse con PKD1wt, lo que indica que la 
fosforilación de la eNOS no está implicada en la asociación eNOS/PKD;  la interacción es mediada por el dominio 
NADPH sin implicación del dominio hemo-oxigenasa. 
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5. Ensayo de reparación de herida: el tratamiento de las células BAEC con un 
inhibidor específico de PKD disminuye su migración in vitro. 
A continuación se estudió el papel de PKD en la migración de las células endoteliales, una etapa 
importante en el proceso de angiogénesis. Se sabe que el silenciamiento de PKD2 en células HUVEC 
inhibe la proliferación, la migración y la angiogénesis in vitro (Hao et al., 2009) y que el •NO producido por 
la eNOS desempeña un papel clave en la angiogénesis post-natal ya que media señales 
desencadenadas por factores angiogénicos, es fundamental para el desarrollo de la vasculatura de los 
pulmones en el feto y la morfogénesis del pulmón en ratones (Han y Stewart, 2006), es importante para 
la formación colateral y la angiogénesis post-isquemia (Murohara et al., 1998), de modo que los efectos 
positivos del •NO en la supervivencia de las células endoteliales es probable que contribuyan a los 
efectos pro-angiogénicos del •NO (Dimmeler y Zeiher, 1999). 
Mediante un ensayo de reparación de herida, se valoró la capacidad de migración durante 24 horas, 
de las células endoteliales BAEC inducida por VEGF (10 ng/ml) o PDBu (1 μM), tras el tratamiento con el 
inhibidor de eNOS L-NAME (500 μM) (Figura 23A). Las células BAEC sin tratar (control), por sí mismas 
tienden a recubrir el área de la herida y esta capacidad se ve parcialmente disminuida cuando se tratan 
con el inhibidor de la eNOS, L-NAME. Como era de esperar, el tratamiento con el factor pro-angiogénico 
VEGF induce la fosforilación y activación de la eNOS, lo que conlleva un aumento en la capacidad de 
migración de las células endoteliales. El mismo efecto, incluso potenciado, se observa cuando las células 
se tratan con el activador de PKD, el éster de forbol PDBu, que como hemos visto induce no sólo la ya 
conocida activación de PKD, sino también un aumento en la fosforilación de la eNOS en la Ser1179 
activadora (Figura 17B). El pre-tratamiento de las células con el inhibidor de la eNOS L-NAME, bloquea 
la capacidad de migración inducida tanto por VEGF como por PDBu. Cuando las células BAEC se 
pretrataron con el inhibidor de PKD Gö6976 o un inhibidor de PKD específico (Figura 23B), se observó 
que la capacidad de migración inducida por PDBu se veía dismunida, de forma más acusada que tras el 
tratamiento con inibidores de la quinasa Akt. 
Estos resultados demuestran que la fosforilación de la eNOS en la Ser1179 por PKD, tiene un efecto 
activador y el aumento de los niveles de •NO potencia la capacidad de migración de las células 
endoteliales, etapa clave para el proceso de angiogénesis. Esta capacidad de migración se ve atenuada 
no sólo al inhibir a la eNOS con el inhibidor L-NAME, sino en una etapa previa, bloqueando su activación 
al inhibir la PKD, que ya no la puede fosforilar en la Ser1179 activadora. 
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Figura 23. El tratamiento de las células endoteliales BAEC con el inhibidor de eNOS L-NAME disminuye su 
capacidad de migración que es estimulada por VEGF o PDBu, y el tratamiento con los inhibidores de PKD 
Gö6976 y un inhibidor específico, disminuye su capacidad de migración estimulada por PDBu en mayor 
medida que el tratamiento con inhibidores de Akt. Se realizó un ensayo de reparación de herida (wound 
healing). Se sembraron células BAEC y al día siguiente, las monocapas confluentes se incubaron con medio en 
ausencia de FBS. Dos días después de su siembra, se cambió de nuevo el medio a medio sin FBS con extra L-Arg 
(5 mM) y BH4 (15 μM) y se preincubaron con (Panel A) el inhibidor de eNOS (500 μM) durante 1 h en la estufa o 
(Panel B) con los inhibidores de PKD Gö6976 (20 μM) o con un inhibidor específico (PKD i.) o con los inhibidores 
de Akt Akt 1/2 inhibidor (20 μM) o Tricibirine (1 μM), antes de añadir o no VEGF (10 ng/ml) o PDBu (1 μM), en 
presencia de los inhibidores. Inmediatamente realizado este último tratamiento, se realizó la “herida” que consistió 
en una brecha trazada a lo largo del pocillo con una punta común de 10 μl. Las placas se instalaron en un 
microscopio con regulación de la temperatura a 37ºC y se realizó una foto del área seleccionada de cada pocillo, 
cada 30 min durante 24 h. El efecto de reparación de la herida se calculó como porcentaje de recuperación del 
área con respecto al área inicial de la herida (gráfico de la derecha) con la fórmula que se ha indicado en el 
apartado de métodos. 
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BLOQUE 2: La fosforilación de la Ser1412 por la proteína quinasa D (PKD) regula la 
activación de la Óxido Nítrico Sintasa Neuronal (nNOS) y la producción de •NO 
 
1. PKD1 y nNOS forman un complejo en células transfectadas aunque el extremo C-
terminal de PKD1 no es necesario para esta interacción. 
Dado que tanto nNOS como PKD1 están presentes en la densidad post-sináptica de las neuronas, 
en primer lugar se estudió si ambas proteínas podían asociarse cuando se transfectaban en células de 
mamífero. Para ello, se cotransfectaron células HEK293T con myc-nNOS y GFP-PKD1 silvestre (PKD1 
wt) o con un mutante cuyo extremo C-terminal había sido delecionado (PKD1ΔSIL). Dos días después de 
la transfección y antes de su lisis, las células fueron tratadas o no durante 15 min con un activador de 
PKD, el éster de forbol PDBu. A continuación se llevó a cabo la inmunoprecipitación de la nNOS a partir 
del lisado total empleando el anticuerpo anti-myc y la presencia de GFP-PKD1 en los inmunocomplejos 
se detectó con el anticuerpo anti-GFP (Figura 24A). Los resultados muestran que nNOS y PKD1 wt se 
asocian y esta asociación se ve incrementada por el tratamiento con PDBu, incluso con el mutante de 
PKD1 que carece de su motivo C-terminal (–SIL). Además, este resultado indica que la activación de 
PKD1 potencia la formación del PKD1/nNOS in vivo.  
Posteriormente y mediante ensayo de doble híbrido de levadura, se estudió si existía una interacción 
directa entre el dominio PDZ de la nNOS y el extremo C-terminal de PKD1. Las proteínas conocidas que 
interaccionan con el dominio PDZ de la nNOS deben tener un aminoácido hidrofóbico como Val, Leu o Ile 
en la posición final así como un residuo ácido en posición (-2) o (-3) (Schepens et al., 1997; Stricker et 
al., 1997). El extremo C-terminal de PKD1 posee un motivo -VSIL, en el que el residuo Ser se 
autofosforila cuando la enzima es activa (Iglesias et al., 1998b). Como era de esperar, tanto el dominio 
PDZ de la nNOS aislado (aminoácidos 1-102) como la construcción más larga que incluye la horquilla β 
(aminoácidos 1-131), unen fuertemente el extremo C-terminal de CAPON (Jaffrey et al., 1998), una 
proteína que tiene un residuo ácido en posición (-3) (Figura 24B). Por otro lado, la α1-sintrofina, puede 
asociarse únicamente con la construcción de nNOS que incluye la horquilla β, en concordancia con la 
interacción PDZ/PDZ previamente descrita (Hillier et al., 1999). Para estudiar la posible unión del motivo 
PDZ fosforilado de PKD1 activa con el dominio PDZ de la nNOS en primer lugar se clonó el dominio 
catalítico activo completo de PKD1 (aa 557-918), que contiene el motivo PDZ autofosforilado (-VS916IL) 
en su extremo C-terminal. Contrariamente a nuestro razonamiento, la ausencia de interacción de PKD1 
autofosforilado con cualquiera de las dos construcciones de la nNOS, nNOS (1-102) o nNOS (1-131), 
muestra que la presencia de una carga negativa debida al grupo fosfato no confiere a PKD1 la capacidad 
de interaccionar con el dominio PDZ de nNOS. También se comprobó que construcciones más cortas de 
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PKD1 que contienen el motivo C-terminal silvestre (-VSIL) o un mutante fosfomimético (-VEIL) tampoco 
interaccionan con nNOS (Figura 24B).  
Estos datos están en concordancia con los obtenidos en los experimentos de inmunoprecipitación y 
demuestran que el motivo de unión a PDZ de PKD1 no es el dominio crítico para la asociación de PKD1 
con nNOS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. PKD1 interacciona con nNOS, pero el motivo de unión a PDZ de PKD1 no es el dominio crítico 
para su asociación con nNOS. (A) Se transfectaron células HEK293T con myc-nNOS junto con GFP-PKD1 o con 
el mutante GFP-PKD1ΔSIL que carece del motivo de unión a dominios PDZ presente en su extremo C-terminal 
(Sanchez-Ruiloba et al., 2006). Las células se trataron (+) o no (-) con PDBu durante 15 min, 48 h después de la 
transfección. A continuación se lisaron y se realizó una inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-myc y la 
asociación de nNOS con cualquiera de las dos construcciones de PKD1 se observó tanto en ausencia como en 
presencia de PDBu. (B) Mediante doble hibrido de levadura, se estudió la interacción del dominio PDZ de la nNOS 
(aminoácidos 1-102) o de una construcción un poco más larga que incluía la horquilla β posterior (aminoácidos 1-
131) con varias proteínas. Las construcciones correspondientes a la nNOS se clonaron en el vector pGAD (presas) 
y se lanzaron frente a proteínas clonadas en el vector pGBT9 (cebos). El extremo C-terminal de CAPON se empleó 
como control positivo de la unión con ambas construcciones de la nNOS (Jaffrey et al., 1998) mientras que α-
sintrofina se empleó como control de una proteína que se sabe que se une a la nNOS sólo si está presente la 
horquilla β (Hillier et al., 1999). Se estudió la interacción del dominio PDZ de la nNOS con las construcciones de 
PKD1 autofosforilada (aa 557-918), no fosforilada (aa 591-918) y el mutante fosfomimético (aa 591-918, 
PKD1S916E). La interacción positiva se determinó por la capacidad de las levaduras cotransformadas de crecer en 
ausencia de histidina y de metabolizar el sustrato X-β-Gal, dando una coloración azul.  
 
2. La asociación entre PKD1 activa y la nNOS aumenta debido a la localización 
subcelular conferida por su dominio de homología a pleckstrina. 
A continuación se siguió estudiando la participación de otros dominios de PKD1 que pudieran 
mediar esta asociación, para lo que se transfectaron los dos mutantes de GFP-PKD1 a los que se había 
delecionado o el dominio de homología a pleckstrina (PH) o el dominio rico en cisteínas (CRD), llamados 
PKD1ΔPH y PKD1ΔCRD, respectivamente. Antes de lisar las células, fueron tratadas o no con PDBu 
durante 15 min para activar PKD1. A continuación, los lisados fueron inmunoprecipitados con el 
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anticuerpo anti-myc, que permite inmunoprecipitar la nNOS y revelados con los anticuerpos anti-GFP, 
para detectar la presencia de los mutantes de GFP-PKD1 y anti-myc para comprobar que la nNOS había 
sido inmunoprecipitada correctamente. El mutante de PKD1 al que se le ha delecionado el dominio CRD 
todavía se asocia con la nNOS, aunque con menor afinidad que la proteína completa (Figura 25). Sin 
embargo, la deleción del dominio PH impide la formación de los complejos nNOS/PKD1. Este resultado 
es particularmente importante ya que se sabe que el mutante PKD1ΔPH es constitutivamente activo y 
autofosforila su extremo C-terminal en el motivo de unión a PDZ en la Ser916 (Iglesias y Rozengurt, 
1998) y apoya los datos obtenidos hasta ahora en levaduras y células de mamífero, que indican que la 
fosforilación del motivo de unión a no está implicada en la asociación de nNOS/PKD1. En conjunto, a 
partir de estos experimentos se puede concluir que el dominio PH de PKD1, pero no su motivo de unión a 
dominios PDZ (fosforilado o no), es completamente necesario para la formación de complejos con nNOS. 
Se ha demostrado que el dominio PH media la interacción con la isoforma η de la PKC (Iglesias y 
Rozengurt, 1998). Los resultados obtenidos indican que la ausencia de interacción con la nNOS tras la 
deleción del dominio PH de PKD1 puede deberse a un cambio en el plegamiento global de la proteína o 
en la orientación, a una deslocalización subcelular del mutante PKD1ΔPH o bien a una interacción directa 
del dominio PH de PKD1 con nNOS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. La asociación de PKD1 con nNOS se ve aumentada por el tratamiento con PDBU y por la 
presencia del dominio de homología a pleckstrina Células HEK293T se transfectaron con myc-nNOS (nNOS), 
junto con GFP-PKD1 (PKD1wt) o con mutantes a los que se delecionó el dominio PH (PKD1ΔPH) o el dominio rico 
en cisteínas (PKD1ΔCRD) y se trataron (+) o no (-) con PDBu 48 h después de la transfección. Los lisados totales se 
sometieron a inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-myc (Ip: myc). Los inmunocomplejos se separaron 
mediante PAGE-SDS y la presencia de PKD1 y nNOS se analizó mediante inmunodetección con los anticuerpos 
anti-GFP y anti-myc, respectivamente. Se muestran los niveles de expresión de nNOS, PKD1wt o de los diferentes 
mutantes presentes en el lisado total. El tratamiento con PDBu favorece la formación de los complejos 
nNOS/PKD1 y esta interacción requiere la presencia del dominio PH.  
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3. La nNOS es un nuevo sustrato de PKD1. 
Teniendo en cuenta la asociación física entre PKD1 y nNOS, nos preguntamos si nNOS podría ser 
sustrato de PKD1. El análisis de la secuencia de la nNOS muestra que la mitad N-terminal, el dominio 
hemo-oxigenasa, presenta dos sitios consenso de fosforilación por PKD1 (IKRFGS374K y AWRNAS413R). 
Por ese motivo, se investigó si la nNOS podía ser sustrato de PKD1, para lo que se llevó a cabo un 
ensayo quinasa in vitro empleando ATP radiactivo, [γ32P]-ATP. Tal y como se muestra en la figura 26A, 
cuando la proteína nNOS completa purificada se incubó con el dominio catalítico activo de PKD1 
fusionado a GST (PKD1-cat activo) purificado y los productos de la reacción se analizaron mediante 
autorradiografía, se podía ver una clara banda a 160 kDa, indicativa de la fosforilación de la nNOS. La 
autofosforilación del dominio catalítico de PKD1 activo también se podía detectar como una banda de 
radiactividad con una masa molecular aparente de 65 kDa. A continuación se incubó el dominio catalítico 
activo de PKD1 fusionado a GST (PKD1-cat activo) con el dominio N-terminal de la nNOS (hemo-
oxigenasa), con el dominio C-terminal de la nNOS (reductasa) o con la nNOS completa. (Figura 26B). 
Contrariamente a lo esperado, la mayor parte del marcaje radiactivo se concentraba en el dominio 
reductasa, un resultado que contrasta con la predicción de los sitios de fosforilación putativos ya que 
ambos estaban presentes en el dominio hemo-oxigenasa, localizado en la mitad N-terminal de la nNOS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Ensayo quinasa in vitro (IKV) con las proteínas recombinantes purificadas, nNOS y PKD1-cat 
activo: nNOS es sustrato de PKD1. Se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro (IKV) empleando [γ-32P]-ATP, con 
las distintas proteínas purificadas. Cada imagen muestra una autorradiografía representativa de 3 experimentos 
realizados (A) El dominio catalítico activo de PKD1 fusionado a GST (PKD1-cat activo) purificado fosforila a la 
nNOS purificada; se detectan las bandas de radiactividad correspondientes a la nNOS fosforilada a 160 kDa y a la 
autofosforilación del dominio catalítico de PKD1 activo a 65 kDa. (B) Las proteínas purificadas nNOS completa y 
principalmente el dominio reductasa resultaron fosforiladas por el dominio catalítico activo de PKD1 purificado 
(PKD1-cat activo). La cantidad de proteína en el ensayo se determinó mediante tinción con rojo Ponceau (debajo).  
 
Para identificar los residuos de la nNOS fosforilados por PKD1, el producto de un ensayo quinasa in 
vitro similar al anterior pero realizado con ATP no radiactivo, fue digerido con tripsina y sometido a HPLC 
y fragmentación de los péptdios mediante MALDI-TOF/TOF (Figura 27). Para nuestra sorpresa, de los 
muchos péptidos derivados de la nNOS que se obtuvieron, el único fosfopéptido significativo que fue 
identificado correspondía a LRSESIAFIEESKK (aminoácidos L1408-K1421 de la nNOS de rata- Nº de 
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acceso P29476). La secuenciación de novo de un péptido tríptico eluído con una masa de 1715,85 Da, 
mostró que correspondía a la secuencia LRSE(pS)IAFIEESKK y el residuo fosforilado se asignó, sin 
ninguna duda, al aminoácido Ser situado en la quinta posición (pS; b5 in Figura 27). Este análisis nos 
permitió asignar con seguridad a la Ser1412 de la nNOS (Rata LRSE-pS1412-IAFIEESKK), como la serina 
fosforilada por PKD1 in vitro. En este contexto, se debe mencionar que, en concordancia con los datos 
cristalográficos existentes, esta Ser1412 se localiza dentro de la hélice α C-terminal de la nNOS y se 
sabe que su fosforilación induce un cambio conformacional que aumenta la transferencia de electrones 
derivados del NADPH, desde el dominio reductasa al dominio hemo oxigenasa (Garcin et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Identificación de la Ser1412 de la nNOS de rata como único sitio de fosforilación por PKD1 mediante 
espectrometría de masas. Se llevó a cabo un ensayo quinasa in vitro empleando ATP y Mg2+, con la nNOS 
completa de rata recombinante purificada (1429 aminoácidos, Nº de acceso P29476.) y el dominio catalítico activo 
de PKD1 fusionado a GST (PKD1-cat activo) purificado. Tras la reacción, la muestra se digirió con tripsina y los 
péptidos resultantes se analizaron mediante HPLC acoplado a MALDI-TOF/TOF. Se muestra el espectro MS/MS 
del péptido tríptico de la nNOS 1408LRSEpSIAFIEESKK1421 (Masa, 1715,851 Da) tras la fragmentación. En la 
parte superior se indican las series iónicas b (fragmentación N-terminal) e y (fragmentación C-terminal), que son 
detectadas prácticamente en su totalidad. La generación típica de dehidroalanina a partir de fosfoserina debido a la 
pérdida del fosfato durante el análisis, se observa como un desplazamiento de -98 Da en las series iónicas b e y. 
La fragmentación del precursor muestra de forma inequívoca que la Ser1412 es el sitio de fosforilación. No se 
detectaron otros fosfopéptidos entre los más de 200 péptidos resueltos mediante HPLC acoplado a MALDI-
TOF/TOF. 
 
Dado que este residuo de Ser fosforilado de la nNOS no había sido predicho que formara parte de 
una secuencia de fosforilación consenso de PKD1, comparamos la secuencia de aminoácidos de varios 
sustratos conocidos de PKD1 (Tabla 2) en los que típicamente aparece un residuo hidrofóbico como Leu 
o Ile en posición (-5), junto con un residuo básico como Lys o Arg en posición (-3). Al igual que en la 
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eNOS, el extremo C-terminal de la nNOS sólo cumple de forma parcial estos requerimientos ya que un 
residuo básico, Arg, está presente en posición (-5) en la nNOS. Sin embargo, el extremo C-terminal de 
ambas proteínas es sustrato de PKD1. En el caso del extremo C-terminal de la nNOS, PKD1 fosforila la 
Ser1412 tanto in vitro como in vivo, como se demostrará a continuación. Además, varios de los 
aminoácidos presentes en la secuencia de nNOS que es reconocida por PKD1 son idénticos a los que 
aparecen en otros sustratos conocidos de PKD. Además del residuo de Arg conservado en posición (-3), 
la secuencia de fosforilación de la nNOS muestra una Ser en posición (-2) (como en el caso de SSH1L 
(Slingshot 1 like)  (Eiseler et al., 2009)), un Glu en posición (-1) (como en el caso de cortactina) y una Ile 
en posición (+1) (como en el caso de PKD1) (Tabla 2). Aunque las Ser375 y Ser413 cumplen los criterios 
de secuencia consenso de fosforilación por PKD, no se detectó que fueran fosforiladas por la quinasa.  
 
4. En células vivas, la Ser1412 de la nNOS es fosforilada por PKD1.  
Para confirmar que la Ser1412 de la nNOS era fosforilada por PKD1, se empleó un anticuerpo 
comercial específico que reconoce esta fosfo-posición en la nNOS (nNOS-pSer1412). Se realizó un ensayo 
quinasa in vitro como se ha descrito anteriormente, seguido de inmunodetección. El anticuerpo anti-
nNOS-pSer1412 sólo detectaba la nNOS purificada cuando había sido preincubada con el dominio 
catalítico activo de GST-PKD1 en presencia de ATP (Figura 28A). Además, se realizó el mismo ensayo 
empleando los dos dominios independientes para mostrar que PKD1 era capaz de fosforilar la Ser1412 
en la proteína completa y en el dominio reductasa (Figura 28B).  
 
Figura 28. PKD1 fosforila a la nNOS específicamente en la Ser1412 dentro del dominio reductasa. Se llevó a 
cabo un ensayo quinasa in vitro con ATP no radiactivo con las distintas proteínas recombinantes purificadas, 
seguido de inmunodetección con un anticuerpo específico que reconoce fosfo-Ser1412 dentro del dominio 
reductasa de la nNOS (nNOS-pSer1412) (A) Cuando la nNOS completa se empleó como sustrato del dominio 
catalítico activo de PKD1 fusionado a GST (PKD1-cat activo), se detectó la fosforilación de la nNOS en la Ser1412 
por PKD1 mediante inmunodetección. (B) La fosforilación in vitro por PKD1-cat activa tiene lugar específicamente 
sobre la Ser1412 ya sea empleando como sustratos la nNOS completa o el dominio recutasa  
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Para validar los resultados obtenidos in vitro se comprobó si la nNOS era también sustrato de PKD1 
in vivo, para lo que se cotransfectaron células HEK293T con la nNOS silvestre, que tiene el epítopo myc, 
(nNOS) o con el mutante no fosforilable nNOS-Ser1412Ala (nNOSSA) junto con un mutante 
constitutivamente activo de PKD1 fusionado a GFP (GFP-PKD1ca). Los niveles de GFP-PKD1ca o de la 
myc-nNOS mutada o silvestre, expresados ectópicamente, fueron similares en todos los lisados celulares 
totales. En concordancia con los resultados obtenidos mediante espectrometría de masas, se detectó 
que tras la inmunoprecipitación de la nNOS con el anticuerpo anti-myc, la Ser1412 es fosforilada in vivo 
sólo en aquellas células que han sido cotransfectadas con PKD1 constitutivamente activa y con la nNOS 
silvestre, pero no se detectó señal en las células transfectadas con el mutante no fosforilable nNOS-
Ser1412Ala  (Figura 29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. In vivo, PKD1 fosforila a la nNOS en la Ser1412. Células HEK293T se cotransfectaron con el vector 
pEFBOS-GFP (-) o con el mutante de PKD1 constitutivamente activo (PKD1ca) clonado en dicho vector y con myc-
nNOS completa silvestre o su mutante no fosforilable myc-nNOS-Ser1412Ala (nNOSSA). Dos días más tarde, las 
células se lisaron y los lisados totales se sometieron a inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-myc (Ip: myc). La 
detección en los inmunocomplejos de la nNOS fosforilada en la Ser1412 o de la nNOS total se determinó mediante 
inmunodetección empleando el anticuerpo fosfo-específico (nNOS-pSer1412) o un anticuerpo frente a nNOS total. 
Asimismo se muestran los niveles de las proteínas nNOS y GFP-PKD1ca en el lisado total. Este blotting es 
representativo de 3 experimentos independientes.  
 
5. La fosforilación de la nNOS por PKD1, conlleva su activación 
El conjunto de los datos obtenidos indican que la activación de PKD1 aumenta la formación del 
complejo con la nNOS y que, tanto in vitro como in vivo, PKD1 fosforila específicamente a la nNOS en la 
Ser1412. Estudios previos han demostrado que la actividad de la nNOS es regulada por la acción 
concertada de varias proteínas quinasas y fosfatasas (Garthwaite, 2008; Steinert et al., 2013; Zhou y 
Zhu, 2009). Como se ha comentado anteriormente, diversas vías de señalización conllevan la activación 
de proteínas quinasas celulares que convergen en esta posición localizada en la hélice α C-terminal de la 
nNOS. En este contexto, la activación de la nNOS tras la fosforilación de la Ser1412 se ha descrito para 
las proteínas quinasas Akt/PKB, PKA y AMPK (Chen et al., 2000; Fulton et al., 1999; Rameau et al., 
2007; Yen et al., 2011). Así, el tratamiento con AMPA de cultivos de células de retina (Socodato et al., 
2012) y la estimulación con glutamato de NMDAR en cultivos primarios de neuronas corticales (Rameau 
et al., 2007), conllevan la fosforilación de la Ser1412 de la nNOS y un consiguiente aumento de la 
síntesis de •NO. Por ello, el siguiente objetivo fue demostrar que la PKD1 activa estimulaba la actividad 
enzimática de la nNOS induciendo así la producción de •NO. Para ello, células COS-7 se trataron con 
     Página 89                   El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO         Resultados 
DAF2-DA, un agente que se emplea para detectar y cuantificar concentraciones bajas de •NO. La 
transfección de las células COS-7 con la nNOS silvestre conllevó un aumento modesto en los niveles de 
fluorescencia, probablemente debido a la ausencia de la adición de ionóforos de calcio (Figura 30). En 
cambio, la cotransfección de PKD1, supuso un aumento significativo de la síntesis de •NO, detectado por 
un aumento de la fluorescencia del DAF. Como control positivo, se transfectaron las células COS-7 con 
iNOS, la isoforma que une Ca2+/CaM de forma irreversible y que se sabe que libera grandes cantidades 
de •NO, lo que resultó en niveles de fluorescencia de DAF todavía mayores. Estos resultados claramente 
muestran que la fosforilación de la nNOS en la Ser1412 por PKD1 activa de forma considerable la 
síntesis de •NO in vivo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. La fosforilación de la nNOS por PKD1 conlleva su activación y un consiguiente aumento de la 
síntesis de •NO. Se transfectaron células COS-7 con la nNOS completa silvestre en ausencia o presencia de 
PKD1ca. Como control positivo, se transfectó un pocillo con la iNOS ya que produce grandes cantidades de •NO, y 
como control negativo se transfectó otro pocillo con el plásmido pcDNA3 vacío (denominado DAF). Al día siguiente 
se cambió el medio a las células a su medio normal con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM). 48 h después de la 
transfección se lavaron las células con medio y se incubaron con la sonda fluorescente sensora de •NO, DAF2-DA, 
a concentración 25 μM. El •NO producido por las células se dejó reaccionar con el DAF durante al menos 3 horas. 
A continuación, la monocapa se lavó exhaustivamente con medio y se detectó la fluorescencia entre 505 y 525 nm 
previa excitación a 488 nm. Se fotografiaron un mínimo de 4 campos amplios de la monocopa, de más de 400 
células cada uno. Se muestra un campo representativo de cada una de las condiciones. La fluorescencia se 
cuantificó mediante la determinación de la intensidad de los pixeles y en cada caso se restó el valor de la 
fluorescencia correspondiente a las células trasfectadas con el plásmido vacío (DAF). Los datos corresponden a la 
media ± S.D. para cuatro determinaciones. *, p < 0.05 con respecto a las células transfectadas con el plásmido 
vacío (DAF). 
 
Como prueba adicional de la síntesis de •NO, se decidió determinar los niveles de la proteína VASP 
fosforilada en la Ser239 (VASP-pSer239), la cual se ha empleado como un marcador bioquímico de los 
niveles de •NO en células vivas (Sartoretto et al., 2009). Para determinar la influencia de la actividad de 
PKD1 en este parámetro, se cotransfectaron células HEK293T con nNOS y PKD1 constitutivamente 
activa (PKD1ca) (Figura 31). Las células se pretrataron o no con el inhibidor de la nNOS L-NAME (100 
μM), durante 24 h. Como control positivo, se analizó la fosforilación de VASP en la Ser239 tras la 
incubación con un análogo de cGMP, el 8-Br-cGMP (100 μM) durante 30 min antes de proceder al lisado 
de las células. La inmunodetección y su cuantificación muestran que el •NO liberado por la nNOS 
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aumenta la señal de VASP-pSer239 tanto en la banda superior como en la inferior. Cuando la nNOS se 
sobreexpresó sola, la señal de VASP-pSer239 se vio claramente aumentada, mientras que PKD 
constitutivamente activa en solitario no tiene efecto en la fosforilación de VASP; en cambio, la 
coexpresión de PKD1ca junto con nNOS que implica la fosforilación de la Ser1412 activadora de la 
nNOS, elevó en gran medida la señal de fosforilación de VASP en la Ser239. (Figura 31, panel superior). 
Todos estos efectos se ven parcialmente revertidos en presencia de L-NAME.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 31. El aumento de los niveles de •NO tras la activación de nNOS por PKD1, conlleva la subsiguiente 
señalización vía cGMP/PKG y la fosforilación de VASP en la Ser239, un marcador bioquímico de los niveles 
de •NO en células vivas. (A) Se cotransfectaron células HEK293T con el vector pEFBOS-GFP vacío (-) o con la 
PKD1 constitutivamente activa (PKD1ca) clonada en dicho vector y con myc-nNOS. 24 h después de la 
transfección, se cambió el medio por medio fresco con extra L-Arg (5 mM) y BH4 (15 μM) y las células se 
pretrataron (+) o no (-) con el inhibidor de la nNOS L-NAME (100 μM) durante las siguientes 24 h. Dos días 
después de la transfección, las células se lisaron y los lisados totales se analizaron mediante inmunodetección 
(ID). Como medida de la señalización activada por la producción de •NO, se empleó la detección de VASP 
fosforilada en la Ser239 (VASP-pSer239) que aparece como un doblete de 45 kDa y 50 kDa. Como control positivo, 
se logró una intensa señal de fosforilación de VASP-pSer239 mediante la incubación de un pocillo con el análogo de 
cGMP, el 8-Br-cGMP (100 μM) durante 30 min. Se muestran los niveles de expresión de VASP total, nNOS, GFP y 
GFP-PKD1ca, en los lisados totales. La señal de tubulina se empleó como control de carga. (B) Se realizó el 
mismo experimento y posterior análisis pero empleando el mutante de PKD1 quinasa inactivo (PKD1ki). Los 
gráficos de la derecha representan la cuantificación de las señales de inmunodetección correspondientes a las dos 
bandas de VASP-pSer239 (45kDa + 50kDa) normalizadas con respecto a los niveles de tubulina y expresadas de 
forma relativa a los valores obtenidos en células cotransfectadas con nNOS+GFP en ausencia de L-NAME (al que 
se asignó de forma arbitraria el valor de 100%). Los resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes. La cotransfeccción de la nNOS con PKD1ca aumenta los niveles de VASP-pSer239, mientras que 
el mutante inactivo impide esta fosforilación, lo que indica que la activación de la nNOS, la producción de •NO y la 
estimulación de la vía de señalización cGMP/PKG está bajo el control de la actividad de PKD.  
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Para complementar estos datos y validar que los cambios observados dependen de la actividad de 
PKD1 sobre la nNOS, se llevaron a cabo los mismos experimentos pero transfectando el mutante 
quinasa inactivo de GFP-PKD1 (PKDki) (Figura 31 panel inferior). Es importante resaltar que, cuando se 
expresó PKD1 inactiva, los niveles de VASP-pSer239 fueron casi indetectables y se redujeron de forma 
significativa en células que habían sido cotransfectadas, comparado con células que expresaban la 
nNOS sola. La disminución de la señal de las dos bandas de VASP-pSer239 incluso en ausencia de L-
NAME demuestra que la estimulación de esta vía se ve obstaculizada cuando la actividad de PKD1 está 
comprometida. En resumen, estos resultados demuestran que existe una relación directa entre la 
actividad de PKD1, la activación de la nNOS y la producción de •NO.  
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BLOQUE 3: La interacción del extremo C-terminal de la Óxido Nítrico Sintasa 
Inducible (iNOS) con proteínas PDZ regula su activación y la producción de •NO. 
 
1. Clonación, expresión recombinante y purificación de mutantes delecionados en el 
extremo C-terminal de la iNOS. 
Con el fin de estudiar el papel del extremo C-terminal de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en 
la regulación de su actividad, se llevó a cabo la clonación y la expresión recombinante de distintos 
mutantes delecionados en el extremo C-terminal de la iNOS de macrófago de ratón, tanto de la proteína 
completa como del dominio reductasa (desde el aa 495, incluyendo así el dominio de unión a CaM). Se 
diseñaron tres mutantes Δ5, Δ10 y Δ15, que junto a la forma silvestre (wt) se clonaron en el vector de 
expresión pCWori, entre los sitios de restricción NdeI y XbaI (Figura 32). El mutante iNOS Δ15 completo 
no se logró obtener. 
 
iNOS wt  AVFSYGAKKGSALEEPKATRL – COOH 
iNOS Δ5  AVFSYGAKKGSALEEL – COOH 
iNOS Δ10  AVFSYGAKKGI – COOH 
iNOS Δ15  AVFSYV – COOH 
Figura 32. Secuencia de aminoácidos de los mutantes delecionados en el extremo C-terminal de la iNOS. 
Se llevó a cabo la clonación y expresión recombinante de distintos mutantes delecionados en el extremo C-
terminal tanto para la proteína completa como para el dominio reductasa de la iNOS. En gris se ha señalado el 
aminoácido que se ha cambiado al meter una diana de resticción XbaI con la secuencia de stop. 
 
Las distintas proteínas fueron expresadas en la cepa BL21 y se co-expresaron junto a la 
calmodulina, necesaria para el correcto plegamiento de la iNOS. Se purificaron mediante dos 
cromatografías de afinidad: una resina de Ni-NTA, seguida de una columna de 2´,5´-ADP-Sepharosa, 
obteniéndose una banda homogénea en torno a 65 kDa para los dominios reductasa y de 130 kDa para 
las proteínas completas, tal como se observa por PAGE-SDS (Figura 33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. PAGE-SDS de las proteínas recombinantes de iNOS purificadas. Las distintas construcciones de la 
iNOS se expresaron de forma recombinante y se purificaron mediante dos resinas de afinidad. Se llevó a cabo un 
gel de PAGE-SDS con los dominios reductasa (A) y otro con las proteínas completas (B) y tras tinción de los 
mismos con azul de Coomassie se comprobó la elevada pureza de las proteínas. La banda inferior en torno a 18 
kDa corresponde a la calmodulina.  
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2. Clonación, expresión recombinante y purificación de las proteínas con dominios 
PDZ: EBP50 y CAP70.  
Se llevó a cabo la clonación, expresión recombinante en la cepa BL21 y purificación de dos 
proteínas con dominios PDZ. Por un lado se purificó el dominio PDZ1 de EBP50, con una extensión de 
seis histidinas en su extremo N-terminal, mediante una resina de Ni-NTA; la proteína completa CAP70 
fusionada a lectina se purificó mediante la resina Sepharosa 4B (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. PAGE-SDS de las proteínas PDZ recombinantes purificadas. A) PAGE-SDS del dominio PDZ1 de 
EBP50: la banda de 12 kDa corresponde a la proteína purificada. B) PAGE-SDS de CAP70 completa fusionada a 
la lectina: la banda de 75 kDa corresponde a la proteína purificada. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie.  
 
3. Medida de la actividad de iNOS, mediante el ensayo de reducción de citocromo c 
3.1. La deleción progresiva del extremo C-terminal aumenta la capacidad de reducción de 
citocromo c, tanto del dominio reductasa como de la proteína completa iNOS. 
Para comprobar el efecto de la deleción progresiva del extremo C-terminal en los dominios 
reductasa purificados, se valoró su actividad midiendo la capacidad de reducción de citocromo c. Se 
tomó como 100% el porcentaje de reducción obtenido para el dominio reductasa silvestre (wt) (Figura 
35A). Del mismo modo se analizó la capacidad diferencial de reducción de citocromo c para las proteínas 
completas purificadas (Figura 35B). La deleción de al menos 10 aa finales aumenta la capacidad de 
reducción de citocromo c tanto en para el dominio reductasa aislado como para la proteína completa. 
 
3.2. La interacción del dominio reductasa silvestre de la iNOS con las proteínas PDZ EBP50 y 
CAP70, aumenta su capacidad de reducción de citocromo c. 
Para estudiar el efecto de la interacción con EBP50 y CAP70, se preincubó el dominio reductasa de 
la iNOS silvestre (wt) (16 nM) con cantidades crecientes de cada una las proteínas PDZ purificadas. Tras 
incubar ambas proteínas durante 4 h a 4ºC se valoró la actividad de la iNOS mediante el ensayo de 
reducción de citocromo c (Figura 36). Cada pendiente se relativizó a la pendiente registrada en el ensayo 
empleando el dominio reductasa silvestre sin incubar con proteína PDZ. Tanto para EBP50 como para 
CAP70, a medida que aumenta la concentración de proteína PDZ, al menos hasta las concentraciones 
ensayadas, aumenta la capacidad de reducción de citocromo c por el dominio reductasa silvestre (wt). 
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Figura 35. La deleción progresiva del extremo C-terminal aumenta la capacidad de reducción de citocromo 
c, tanto del dominio reductasa como de la proteína completa iNOS. Valoración de la capacidad de reducción 
de citocromo c por (A) el dominio reductasa iNOS silvestre (wt) y sus mutantes delecionados en el extremo C-
terminal Δ5, Δ10 y Δ15 y (B) por la proteína iNOS completa silvestre (wt) y por los mutantes de deleción Δ5 y Δ10. 
La concentración de proteína recombinante en el ensayo fue de 16 nM para los dominios reductasa y 9.1 nM para 
las proteínas completas. Se valoró la capacidad de reducción de citocromo c tomando como 100% el porcentaje de 
reducción obtenido por el dominio reductasa silvestre (wt) o por la proteína completa silvestre (wt), 
respectivamente. La deleción de al menos 10 aminoácidos finales tanto del dominio reductasa como de la proteína 
completa, aumenta la capacidad de reducción de citocromo c.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 36. La interacción del dominio reductasa silvestre de la iNOS con las proteínas PDZ EBP50 y CAP70, 
aumenta su capacidad de reducción de citocromo c. Valoración de la capacidad de reducción de citocromo c 
por el dominio reductasa silvestre de la iNOS (wt) (16 nM) tras la incubación con concentraciones crecientes de las 
proteínas purificadas, (A) PDZ 1 de EBP50 o (B) CAP70 completa. Cada punto se analizó por duplicado. A medida 
que aumenta la concentración de proteína PDZ, al menos hasta las concentraciones ensayadas, aumenta la 
capacidad de reducción de citocromo c por el dominio reductasa silvestre (wt). 
 
  
4. Ensayo de reoxidación de flavinas. 
4.1. La deleción progresiva del extremo C-terminal del dominio reductasa silvestre de la iNOS 
aumenta su velocidad de reoxidación de flavinas.  
Para analizar como el extremo C-terminal de la iNOS afecta al proceso de formación de la 
semiquinona, se estudió la tasa de reoxidación de flavinas tanto para la proteína silvestre (wt) como para 
los mutantes delecionados Δ10 y Δ15 (no se estudió Δ5 porque su tasa de reducción de citocromo c era 
similar a la iNOS silvestre), empleando las construcciones correspondientes al dominio reductasa para 
evitar la contaminación en la señal por el dominio hemo. La reoxidación de las flavinas se monitorizó a 
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459 nm que corresponde a la longitud de onda del máximo de absorción del FAD (Figura 37). Al inicio del 
ensayo el FAD está oxidado y su absorbancia a 459 nm es máxima. Al añadir el NADPH, éste cede 
electrones al FAD y éste al FMN. Hasta que se cataliza la total oxidación del NADPH, las flavinas 
permanecen reducidas (el FAD está como FADH2). Así, el cero en la absorbancia a 459 nm de la figura 
37 representa las flavinas totalmente reducidas catalizando la oxidación del NADPH. Una vez agotados 
los electrones del NADPH, tiene lugar la reoxidación de las flavinas, lo que se manifiesta como un 
aumento en la absorbancia a 459 nm. El FAD puede bien volver a su estado oxidado, o bien quedar 
como semiquinona estable, con un electrón (FADH+) y esto es lo que ocurre para los mutantes 
analizados. En la figura 37, se puede ver que el NADPH es agotado más rápido a medida que aumenta la 
deleción en el extremo C-terminal ya que el plateau antes de que se forme la semiquinona es menor a 
medida que se trunca la proteína. Durante el tiempo ensayado la semiquinona permanece estable.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. La deleción progresiva del extremo C-terminal del dominio reductasa silvestre de la iNOS 
aumenta su velocidad de reoxidación de flavinas. Se valoró la tasa de reoxidación de flavinas del dominio 
reductasa silvestre (wt) (verde) y de los mutantes delecionados Δ10 (rojo) y Δ15 (morado), empleando en una 
concentración de iNOS 5 μM en tampón Tris 50 mM, pH 7.0, NaCl 100 mM. Tras la adición de NADPH 
(concentración final 20 μM) se valoró a 459 nm la velocidad de reoxidación del FAD, pudiendo detectarse las 
formas oxidada inicial (FAD), reducida (FADH2) tras la adición del donador de electrones y la forma semiquinona 
(FADH·). 
 
 
Al mismo tiempo que se realizó cada ensayo se observó el cambio espectral (Figura 38) antes de 
añadir el NADPH (estado oxidado del FAD), nada más adicionarlo (FADH2) y el estado final de 
semiquinona (FADH+). Estos cambios espectrales son similares tanto para la forma silvestre como para 
los mutantes de deleción (espectros no mostrados). Para ello se realizó un espectro antes de añadir el 
NADPH, donde la longitud de onda a 459 nm refleja el estado del FAD. Del mismo modo se realizó un 
espectro al final del ensayo. Pero para poder registrar el espectro en el estado reducido (FADH2), fue 
preciso añadir una concentración mayor de NADPH (75 μM). Al ser así la concentración de NADPH 
mucho mayor, tarda más en consumirse y da tiempo a registrar el espectro donde la λ459 nm refleja el 
FADH2. 
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Figura 38. Reoxidación de flavinas por el dominio reductasa silvestre (wt) de la iNOS: cambios espectrales. 
Espectros correspondientes a los distintos estados del dominio reductasa silvestre (wt) de la iNOS (5 μM) durante 
el ensayo de reoxidación de flavinas. El pico a 459 nm corresponde al FAD. En el estado inicial las flavinas están 
oxidadas (FAD) (línea verde); tras la adición del NADPH se reduce (FADH2) (línea negra); al tiempo ensayado, en 
el estado final queda como semiquinona estable (FADH·) (línea roja).  
 
 
4.2. La interacción del dominio reductasa silvestre de la iNOS con la proteína PDZ EBP50, 
aumenta su velocidad de reoxidación de flavinas.  
Para analizar el efecto de las proteínas PDZ sobre el dominio reductasa silvestre (wt) de la iNOS, se 
incubó al menos 1 h a RT con el dominio PDZ1 de EBP50, lo que conlleva de nuevo un aumento en la 
velocidad de formación de la semiquinona (Figura 39).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. La interacción del dominio reductasa silvestre de la iNOS con la proteína PDZ EBP50, aumenta 
su velocidad de reoxidación de flavinas. Se valoró la tasa de reoxidación de flavinas dominio reductasa silvestre 
(wt) de la iNOS sin incubar con EBP50 (línea azul claro) y tras la incubación con EBP50 (azul oscuro), empleando 
una concentración de dominio reductasa silvestre 2.3 μM y de EBP50 4.2 μM en tampón Tris 50 mM, pH 7.0, NaCl 
100 mM. Tras la adición de NADPH (concentración final 10 μM) se valoró a 459 nm la velocidad de reoxidación del 
FAD, pudiendo detectarse las formas oxidada inicial (FAD), reducida (FADH2) tras la adición del donador de 
electrones y la forma semiquinona (FADH·) 
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5. Medida de la actividad de la iNOS, mediante la determinación de la liberación de 
•NO. 
5.1. La deleción de 10 aminoácidos del extremo C-terminal de la iNOS completa aumenta su 
capacidad de síntesis de •NO. 
Dado que el extremo C-terminal de la iNOS modula la transferencia de electrones desde el dominio 
reductasa hacia el dominio hemo-oxigenasa de la proteína (Roman et al., 2000b), analizamos el efecto 
de la deleción del extremo C-terminal para la iNOS completa silvestre (wt) y para el mutante de deleción 
Δ10 de la proteína completa. Se observa que la deleción del extremo C-terminal conlleva un aumento en 
la capacidad de síntesis de •NO (Figura 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. La deleción de 10 aminoácidos del extremo C-terminal de la iNOS completa aumenta su 
capacidad de síntesis de •NO. Empleando concentraciones crecientes de iNOS completa silvestre o del mutante 
de deleción Δ10, se determinó su actividad valorando los niveles de •NO producidos, mediante el ensayo de 
Griess. La deleción del extremo C-terminal conlleva un aumento en la capacidad de síntesis de •NO. 
 
5.2. La interacción de la iNOS completa silvestre con las proteínas PDZ EBP50 y CAP70, 
aumenta su capacidad de síntesis de •NO.  
A continuación se estudió el efecto de la unión del dominio PDZ1 de EBP50 o de la proteína CAP70 
completa en la capacidad de síntesis de •NO por la iNOS completa silvestre (wt), mediante la valoración 
de nitritos por el ensayo de Griess. A las concentraciones ensayadas, la incubación de la iNOS completa 
silvestre (wt) con el dominio PDZ1 de EBP50 conlleva un aumento en la capacidad de síntesis de •NO del 
26% y en el caso de CAP70 del 43% (Figura 41A). Asimismo, se llevó a cabo una titulación con 
concentraciones crecientes de CAP70 empleando una concentración de iNOS completa silvestre (wt) de 
55 nM y del mismo modo se procedió a valorar los nitritos producidos mediante el ensayo de Griess 
(Figura 41B), observándose un aumento en los niveles de •NO producidos a medida que aumentó la 
concentración de CAP70. 
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Figura 41. La interacción de la iNOS completa silvestre con las proteínas PDZ EBP50 y CAP70, aumenta su 
capacidad de síntesis de •NO. (A) Se incubó la iNOS completa silvestre (wt) recombinante a una concentración 
de 27.5 nM, con un exceso molar del PDZ1 de EBP50 o con CAP70 y se valoró la capacidad de síntesis de •NO. 
(B) Se incubó la iNOS completa silvestre (wt) (55 nM), con concentraciones crecientes de CAP70 y se valoró la 
capacidad de síntesis de •NO. En ambos experimentos, la actividad se refirió a la registrada en ausencia de 
proteína PDZ, a la que se consideró como el 100% de actividad. 
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BLOQUE 1: La fosforilación de la Ser1179 por la proteína quinasa D (PKD) regula la 
activación de la Óxido Nítrico Sintasa Endotelial (eNOS) y la producción de •NO 
Diferentes estímulos como VEGF (Fulton et al., 1999; Michell et al., 2001), bradiquinina (Fleming et 
al., 2001; Schneider et al., 2003) o fuerzas de rozamiento hemodinámicas (Dimmeler et al., 1999; Gallis 
et al., 1999) estimulan la fosforilación de la Ser1177 en la eNOS humana (1179 en la eNOS bovina) por 
diferentes quinasas que varían según el estímulo aplicado. Esta serina se encuentra en la hélice α C-
terminal al final del dominio reductasa y su fosforilación, induce un cambio conformacional que estimula 
el flujo de electrones dentro del dominio reductasa, aumenta la sensibilidad al Ca2+ de la enzima y 
representa un mecanismo adicional e independiente de activación de la eNOS (Fleming y Busse, 2003; 
McCabe et al., 2000). Esta serina está inmersa en un secuencia consenso de fosforilación por Akt/PKB 
(RXRXX(pS/pT)X, que es RIRTQpSF en la eNOS y RLRSEpSI en la nNOS). La fosforilación en esta 
serina de la eNOS por Akt/PKB (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999; Michell et al., 1999) y AMPK 
(Chen et al., 1999) tanto in vitro como en un entorno celular ha sido ampliamente descrita. Además, al 
menos un total de seis quinasas (Akt/PKB, AMPK, PKA, cGK-I/PKG, Chk1 and CaMKII) convergen en la 
misma serina activadora y en todos los casos la fosforilación se correlaciona con activación y aumento de 
la síntesis de •NO (revisado por Dudzinski y Michel (Dudzinski y Michel, 2007)).  
Las quinasas de la familia de PKD fosforilan preferentemente a sus sustratos en la secuencia 
consenso (L/I)X(R/K)XX(pS/pT) (Nishikawa et al., 1997). Existe un anticuerpo comercial que reconoce 
sustratos de PKD, concretamente el motivo LXRXX(pS/pT), que tal como indica su prospecto, puede dar 
reacción cruzada con péptidos y proteínas con Arg en posición (-3) y un aminoácido básico o hidrofóbico 
en posición (-5).  
Hao y col. (Hao et al., 2009) emplearon este anticuerpo que reconoce sustratos de PKD en un lisado 
de células endoteliales HUVEC no estimuladas y tras la inmunodetección observaron al menos 9 bandas 
que eran por lo tanto sustratos de PKD fosforilados. Una de esas banda, con un tamaño de 
aproximadamente 130 kDa nos hizo sospechar que se tratara de la eNOS no sólo por el tamaño, sino 
porque su fosforilación se inducía por VEGF. La secuencia donde se fosforila la eNOS podría ser 
reconocida por el anticuerpo comercial frente a sustratos fosforilados por PKD ya que aunque 
preferentemente reconoce fosfo-sustratos de PKD con un motivo LXRXX(pS/pT), puede dar reacción 
cruzada con péptidos y proteínas fosforilados con Arg en posición (-3) y un aminoácido básico o 
hidrofóbico en posición (-5) y efectivamente la eNOS tiene un residuo básico (Arg) en ambas posiciones. 
La fosforilación de esta banda también aumentaba con PMA (Forbol 12-miristato 13-acetato, un activador 
directo de la familia de PKD), aunque en menor medida que con VEGF y en células sin estimular 
disminuía al silenciar PKD2 y en células estimuladas con VEGF tanto al silenciar PKD1 como PKD2. 
Como en este mismo artículo se describía que PKD2 desempeña un papel esencial en la proliferación de 
células endoteliales y la migración necesaria para la angiogénesis, reforzó la sospecha de que dicha 
     Página 102          Discusión                 El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO            
banda fosforilada por PKD en células endoteliales fuera la eNOS de forma que PKD regulara la actividad 
de eNOS y la síntesis de •NO, de modo que la implicación de PKD en la proliferación de células 
endoteliales, migración y angiogénesis se llevara a cabo, al menos en parte, a través de la activación de 
su sustrato eNOS.  
Los resultados obtenidos tanto in vitro, con las porteínas recombinanates, como in vivo, mediante la 
cotransfección de distintas construcciones, indican que la PKD fosforila a la eNOS bovina en la Ser1179 
y que esta fosforilación es activadora. Así, si bien en ausencia de PKD existe una fosforilación basal de la 
eNOS silvestre en la Ser1179, debido a la existencia de numerosas quinasas que convergen en esa 
posición, la transfección con PKD1 o PKD2 silvestres aumenta la fosforilación en la Ser1179 (Figuras 16 
y 18A). El aumento en la señal de fosforilación fue mayor cuando se cotranfectaron con PKD1 
constitutivamente activa y disminuyó al transfectar la PKD1 inactiva (Figura 18B). La disminución de la 
señal al transfectar la construcción PKD1ki demuestra que la estimulación de esta vía se ve 
obstaculizada cuando la actividad de PKD1 está comprometida. La eNOS resultó fosforilada in vivo en la 
Ser1179 sólo en aquellas células que habían sido transfectadas con la eNOS silvestre, pero no se 
detectó señal en las células transfectadas con el mutante no fosforilable eNOS-Ser1179Ala.  
A pesar del número creciente de sustratos de PKD identificados, se conoce muy poco acerca de su 
asociación con la quinasa. Para la mayoría de los sustratos de PKD, como Hsp27 (Doppler et al., 2005), 
troponina (Haworth et al., 2004), Snail (Du et al., 2010), SSH1L (Peterburs et al., 2009), RIN1 (Wang et 
al., 2002; Ziegler et al., 2011), CERT (Ceramide transfer protein) (Fugmann et al., 2007), oxysterol 
binding protein (Nhek et al., 2010) o esfingosina quinasa (Ding et al., 2007), no existen estudios de 
asociación. En el caso de rotequina (Pusapati et al., 2012) y PI4KIIIβ (Hausser et al., 2005) los estudios 
de asociación dieron resultados negativos. Pocos sustratos se ha visto que se asocien con PKD, como 
Kidins220 (Iglesias et al., 2000), HDAC5 (Vega et al., 2004), E-cadherina (Jaggi et al., 2005), β-catenin 
(Du et al., 2009), CREB (Johannessen et al., 2007) y cortactina (Eiseler et al., 2010). 
Los resultados obtenidos muestran que, en células transfectadas, PKD1 y su sustrato eNOS pueden 
interaccionar de forma directa asociándose en un complejo, aunque no se ha observado que algún 
dominio concreto de PKD sea indispensable para esta asociación (Figura 21B), ni que se vea potenciada 
tras la activación de la quinasa (Figura 22). Mediante la transfección de distintas construcciones de la 
eNOS, eNOS completa, el mutante delecionado en el extremo C-terminal (eNOSΔ27), el dominio NADPH 
(aa 988-1205) o el dominio hemo-oxigenasa (HEMO, aa 1-521), seguido de la inmunoprecipitación con el 
anticuerpo policlonal anti-eNOS, observamos que la asociación no está ligada al proceso de fosforilación 
ya que el mutante de la eNOS delecionado en el extremo C-terminal que ha perdido el sitio de 
fosforilación sigue interaccionando con PKD, pero implica al dominio NADPH de la eNOS, pues con este 
fragmento sigue inmunoprecipitando PKD, pero no lo hace cuando se transfecta el dominio hemo (Figura 
22). 
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Estos resultados de asociación de la quinasa y su sustrato, tienen precedentes ya que la isoforma 
endotelial eNOS puede ser co-inmunoprecipitada con diferentes proteínas quinasas que fosforilan la Ser 
equivalente en la hélice α activadora carboxi-terminal. Es el caso de Akt/PKB (Takahashi y Mendelsohn, 
2003), AMPK (Morrow et al., 2003) y Chk1 (Park et al., 2011) que fosforilan y pueden ser co-
inmunoprecipitadas con eNOS tras la activación de la quinasa. 
Aunque PKD normalmente reconoce un motivo consenso que presenta un residuo hidrofóbico como 
Leu/Val/Ile en posición (-5) y Arg/Lys en posición (-3) respecto del residuo de serina fosforilable 
(Nishikawa et al., 1997; Rozengurt, 2011) y la eNOS muestra residuos de Arg en ambas posiciones 
(RIRTQpS1179), los resultados obtenidos indican que PKD media la fosforilación de la eNOS en la 
Ser1179 y el consiguiente aumento de la actividad enzimática. Se trata de un sitio atípico de fosforilación 
de PKD (Tabla 2). Como se ha comentado, la fosforilación en la Ser1179 es activadora y estudios previos 
llevados a cabo con la eNOS recombinante purificada en los que se ha mimetizado la fosforilación de 
esta serina mediante la sustitución por un residuo ácido, aumenta directamente la actividad de la enzima 
y altera la sensibilidad de la enzima por Ca2+, haciendo su actividad máxima a concentraciones de este 
catión por debajo de las fisiológicas (McCabe et al., 2000).  
La angiogénesis, la formación de nuevos capilares sanguíneos, es un componente muy importante 
del desarrollo vascular embrionario, reparación de herida (wound healing) y regeneración de órganos, así 
como en procesos patológicos como retinopatías diabéticas, ateroesclerosis y crecimiento tumoral 
(Carmeliet, 2003; Ferrara et al., 2003; Folkman, 1995). El proceso de angiogénesis depende de la 
proliferación, migración y diferenciación de las células endoteliales. El VEGF es esencial para muchos 
procesos angiogénicos tanto en condiciones normales como patológicas (Carmeliet et al., 1996; Ferrara 
et al., 1996; Fong et al., 1995; Shalaby et al., 1995). Los receptores de VEGF, VEGFR1 (Flt1) y VEGFR2 
(también llamado Flk1 en ratón o KDR en humano) principalmente se encuentran en células endoteliales 
(Yancopoulos et al., 2000). La unión de VEGF a sus receptores induce la dimerización y subsiguiente 
fosforilación de los mismos, lo que conduce a la activación de diversas moléculas de señalización 
intracelular como fosfatidilinositol 3-quinasa, PLCγ, PKC, Akt, ERK, NOS, MAPKs y quinasas de 
adhesión focal (Takahashi et al., 2001; Zachary, 2003). Ya ha sido descrito que la fosforilación de la 
eNOS en la Ser1179 en células BAEC se estimula con el tratamiento con VEGF o IGF-1 y que Akt se 
activa en paralelo (Michell et al., 1999).  
Por otro lado, PKD está implicada en numerosas rutas de transducción de señales y en proliferación 
celular. Wong y col. (Wong y Jin, 2005) demostraron que PKD también media la señalización y función 
del VEGF en células endoteliales y que el VEGF estimula rápida y fuertemente la fosforilación y 
activación de PKD en células endoteliales vía VEGFR2. Sus resultados demostraron que VEGF activa 
PKD vía la ruta VEGFR2/PLCγ/PKCα y revelaron un papel clave desempeñado por PKD en la 
señalización de ERK y en la proliferación de las células endoteliales inducidas por VEGF. 
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Hemos comprobado que en células endoteliales BAEC, estímulos celulares como el VEGF, o un 
estímulo artificial como es el éster de forbol PDBu que es un activador de PKD, inducen la fosforilación 
de la eNOS en la Ser1179 mediado, no sólo por otras quinasas, sino también por PKD (Figura 17) y 
hemos estudiado el cambio en la localización subcelular tanto de PKD1 o PKD2 como de eNOS, tras 
dicha estimulación (Figura 20). 
Para estudiar el papel fisiológico que implica la fosforilación y activación de la eNOS por PKD, 
llevamos a cabo ensayos de reparación de herida (wound healing), para así determinar el papel de PKD 
en la migración de las células endoteliales, una etapa importante en el proceso de angiogénesis. El grupo 
de Hao y col. (Hao et al., 2009) previamente había determinado que el silenciamiento de PKD2 en células 
HUVEC inhibía la proliferación, la migración y la angiogénesis in vitro.  
Comprobamos que la migración de las células endoteliales BAEC inducida por VEGF o PDBu se 
veía disminuida en gran medida tras el tratamiento con un inhibidor de la eNOS, el L-NAME, por lo que 
efecto en la migración viene mediado por el •NO (Figura 23A). Cuando las células BAEC se pretrataron 
con el inhibidor de PKD Gö6976 o un inhibidor de PKD específico (Figura 23B), se observó que la 
capacidad de migración inducida por PDBu se veía dismunida, de forma más acusada que tras el 
tratamiento con inibidores de la quinasa Akt. Estos resultados demuestran que la fosforilación de la 
eNOS en la Ser1179 por PKD, tiene un efecto activador y el aumento de los niveles de •NO potencia la 
capacidad de migración de las células endoteliales, etapa clave para el proceso de angiogénesis. Esta 
capacidad de migración se ve atenuada no sólo al inhibir a la eNOS con el inhibidor L-NAME, sino en una 
etapa previa, bloqueando su activación al inhibir la PKD, que ya no la puede fosforilar en la Ser1179 
activadora. 
Hay dos hechos más que relacionan la cascada de señalización de VEGF/PKD/eNOS. Como se ha 
comentado las histonas deactilasas de clase II (HDACs 4, 5, 7 y 9) regulan la estructura de la cromatina 
mediante la interacción con diversos factores de transcripción para reprimir su actividad. PKD fosforila 
residuos específicos en las HDACs de clase II, lo que conduce a su asociación con proteínas 14-3-3 en 
células endoteliales y otros tipos celulares con el consiguiente secuestro de HDACs en el citoplasma y la 
liberación de genes diana en el núcleo de la acción represiva de HDAC, con lo que se facilita la expresión 
de los mismos. Por ejemplo, HDAC7 se ha implicado en la regulación de la morfología de las células 
endoteliales, migración y capacidad para formar estructuras similares a capilares in vitro (Mottet et al., 
2007) y su salida del núcleo es inducida por VEGF a través de la fosforilación de las serinas mediada por 
PKD de forma que, HDAC7 es secuestrada por 14-3-3 y exportada del núcleo con lo que se activa la 
expresión de los genes inducidos por VEGF en las células endoteliales (Ha et al., 2008a; Mottet et al., 
2007; Wang et al., 2008). El VEGF, de forma dependiente de PKD, también estimula la fosforilación de 
HDAC5 en las Ser259 y 498, lo que conduce a la exclusión nuclear de HDAC5 y la consiguiente activación 
transcripcional (Ha et al., 2008b; Urbich et al., 2009). Así pues, el complejo programa de expresión génica 
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y migración desencadenado por VEGF en células endoteliales que conduce a angiogénesis es orquestado, 
al menos en parte, por la fosforilación de HDAC5 y HDAC7 mediada por PKD, que conduce a su exclusión 
del núcleo en estas células, convirtiendo a PKD en una atractiva diana para terapia antiangiogénica. 
Pero además, en un artículo publicado en 1998 (Li et al., 1998) se describía que la activación de 
PKCα y PKCε mediante el tratamiento con PMA o PDBu estimulaba la expresión de la eNOS en células 
endoteliales EA.hy 926, una línea celular derivada de células HUVEC y este aumento de los niveles de 
mRNA de eNOS era dependiente de la concentración y del tiempo de tratamiento con los ésteres de forbol, 
alcanzándose un máximo en los niveles de expresión del mRNA de eNOS a las 18 h y los niveles de 
proteína eNOS y su actividad aumentaban de forma similar. El aumento de los niveles de mRNA de eNOS 
era resultado de una aumentada transcripción del gen y no implicaba cambios en la estabilidad del mRNA. 
Además el tratamiento con el inhibidor Gö6976 impidió el aumento de los niveles de mRNA de eNOS 
inducido por PMA. Si bien no se hacía alusión, ambas isoformas de PKC activan a PKD. 
Si tenemos en cuenta que el proceso de angiogénesis depende de la proliferación, migración y 
diferenciación de las células endoteliales, que la PKD se ha implicado en la regulación de numerosos 
procesos celulares entre ellos transducción de señales, supervivencia celular, migración, diferenciación y 
proliferación celular, que PKD también media la señalización y función del VEGF en células endoteliales 
ya que el VEGF estimula rápida y fuertemente la fosforilación y activación de PKD (Wong y Jin, 2005), 
que PKD2 juega un papel importante en la proliferación de las células endoteliales y en la migración 
necesaria para la angiogénesis al menos en parte a través de la modulación de la expresión de VEGFR2 
y FGFR1, dos receptores de factores de crecimiento claves implicados en angiogénesis (Hao et al., 2009) 
y que el •NO producido por la eNOS desempeña un papel clave en la angiogénesis post-natal, es 
fundamental para el desarrollo de la vasculatura de los pulmones en el feto y la morfogénesis del pulmón 
en ratones (Han y Stewart, 2006), es importante para la formación colateral y la angiogénesis post-
isquemia (Murohara et al., 1998) y en definitiva los efectos positivos del •NO en la supervivencia de las 
células endoteliales es probable que contribuyan a los efectos pro-angiogénicos del •NO (Dimmeler y 
Zeiher, 1999), se puede concluir que la activación de la eNOS por PKD en células endoteliales es clave 
para la proliferación de las células endoteliales y migración necesarias en el proceso de angiogénesis. 
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BLOQUE 2: La fosforilación de la Ser1412 por la proteína quinasa D (PKD) 
regula la activación de la Óxido Nítrico Sintasa Neuronal (nNOS) y la producción de 
•NO. 
De las tres isoformas de óxido nítrico sintasas, la isoforma neuronal nNOS es la única que posee un 
dominio PDZ en su extremo N-terminal. Los dominio PDZ interaccionan de forma selectiva con sus 
ligandos PDZ concretos. En particular, el dominio PDZ de la nNOS se ha determinado que muestra 
preferencia por motivos de unión a PDZ que cuentan con un residuo ácido en las posiciones (-2) o (-3) 
(Jaffrey et al., 1998; Schepens et al., 1997; Stricker et al., 1997; Tochio et al., 1999). El descubrimiento 
de que el extremo C-terminal de PKD1 era un motivo de unión a dominios PDZ que podía resultar 
autofosforilado en la posición (-2), la Ser916 y de esa forma presentar un residuo fosforilado 
negativamente cargado (Sanchez-Ruiloba et al., 2006), nos llevó a lanzar la hipótesis de que este motivo 
podría estar interaccionando directamente con el dominio PDZ de la nNOS. Los resultados obtenidos 
muestran que PKD1 y nNOS se asocian en un complejo cuya formación es potenciada tras la activación 
de la quinasa. En contra de la hipótesis de partida, los experimentos realizados en levaduras y células de 
mamífero muestran que la asociación de estas dos enzimas tiene lugar independientemente del dominio 
de unión a PDZ de PKD1 y del estado de fosforilación de la Ser916 dentro de este motivo (Figura 24). En 
cambio, el dominio PH de PKD1 es necesario para su asociación con nNOS. El dominio PH de PKD1 es 
autoinhibitorio y mutaciones puntuales o su completa deleción hacen que la quinasa sea 
constitutivamente activa (Iglesias y Rozengurt, 1998). A pesar de su estado activo y la consiguiente 
autofosforilación en la Ser916 dentro del motivo de unión a dominios PDZ, el mutante de PKD1 al que se 
delecionó el dominio PH (PKD1ΔPH) es incapaz de interaccionar con nNOS (Figura 25). Es importante 
resaltar que, α-sintrofina, cuya interacción con nNOS a través de su dominio PDZ fue primeramente 
identificada (Brenman et al., 1996a), cuenta con un dominio PH necesario para dirigir a nNOS al 
sarcolema in vivo, además de su dominio PDZ (Adams et al., 2010; Adams et al., 2001); así, tanto el 
dominio PH como el dominio PDZ de α-sintrofina funcionan en concierto para facilitar la localización de 
nNOS. Estas observaciones apuntan a que podría existir un mecanismo molecular común por el que los 
dominios PH desempeñen un papel importante en la regulación de las asociaciones de nNOS con 
complejos proteicos y/o compartimentos/localizaciones subcelulares. El dominio PH de PKD1 
inicialmente se vio que mediaba interacciones directas preferentemente con las nuevas isoformas de 
PKC, PKCη y PKCε (Waldron et al., 1999b). Los resultados que obtuvieron indicaban que el dominio PH 
de PKD puede discriminar entre estructuras estrechamente relacionadas de una misma familia de 
enzimas, PKCη y PKCε, revelando así un grado de especificidad entre interacciones proteína-proteína 
mediadas por dominios PH no detectado con anterioridad.  
Estas PKCs participan en la vía clásica de activación de PKD1 (inducida por ésteres de forbol o la 
producción de DAG tras la activación de un receptor de membrana) a través de la fosforilación de las 
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Ser744 y 748 del lazo de activación (Iglesias et al., 1998b), que en definitiva conlleva la liberación de la 
autoinhibición ejercida por el dominio PH (Waldron y Rozengurt, 2003). PKCδ, otro miembro de la 
subfamilia de PKC nueva, participa en la activación de PKD inducida por estrés oxidativo a través de 
mecanismos que implican una activación inicial de las tirosinas quinasas Abl y Src (Doppler y Storz, 
2007; Storz et al., 2003). En esta vía alternativa, la activación de Abl mediada por Src conlleva la 
fosforilación por Abl de la Tyr463 dentro del dominio PH autoinhibitorio de PKD1 y provoca un cambio 
conformacional que permite la fosforilación de la Tyr95 mediada por Src que genera un motivo de unión 
para PKCδ, la formación de un complejo con PKCδ (que también se ha activado vía Src-Abl (Sun et al., 
2000)) facilitando la fosforilación del lazo de activación y la consiguiente activación de PKD1 (Doppler y 
Storz, 2007; Storz et al., 2003). Independientemente de la vía implicada, un cambio conformacional y la 
liberación de la inhibición ejercida por el dominio PH, acompañan a la activación de PKD. Esta nueva 
conformación abierta puede presentar un dominio PH más accesible y favorecer la interacción o 
asociación de PKD activa con diferentes complejos proteicos, como parece que ocurre con nNOS. De 
forma similar a la nNOS, la actividad quinasa y el dominio PH de PKD son críticos para la interacción y 
activación de ASK1 (Apoptosis signal regulating kinase 1) (Zhang et al., 2005). Sin embargo, nuestros 
resultados muestran que PKD directamente fosforila y activa a nNOS mientras que no existen pruebas de 
que ASK1 sea sustrato de PKD o de que la actividad de ASK1 se estimule por la fosforilación directa de 
PKD, como vemos que ocurre con la nNOS.  
El efecto de la activación de PKD en la asociación del sustrato sólo se ha estudiado anteriormente 
para Kidins220 (Iglesias et al., 2000) y HDAC5 (Vega et al., 2004) que forman complejos con la quinasa 
independientemente de su estado de activación. Así pues, nNOS es el primer sustrato identificado cuya 
asociación con PKD se ve claramente aumentada tras la activación de la quinasa. Además, los 
resultados obtenidos demuestran que PKD1 activa fosforila a la nNOS en la Ser1412 activadora tanto in 
vitro como in vivo (Figuras 26-29) estimulando de esta forma la actividad enzimática de la nNOS y 
aumentando la producción de •NO (Figuras 30, 31). 
 En las neuronas de mamíferos, la densidad postsináptica contiene los receptores de glutamato, 
que son activados por el neurotransmisor glutamato liberado desde la terminal presináptica, así como 
multitud de moléculas de señalización y estructurales asociadas. Se sabe que la densidad postsináptica 
está enriquecida en cientos de proteínas diferentes y, de hecho, la masa molecular media de la densidad 
postsináptica se ha estimado que es de ~1 gigadalton, lo que correspondería a ~10,000 copias de una 
proteína de 100 kDa (Chen et al., 2005). Así pues, in vivo, la proximidad de PKD1 y nNOS en las 
densidades postsinápticas, muy probablemente mediada a través de otras proteínas con dominios PDZ 
como PSD-95, conllevaría la fosforilación de nNOS. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que en 
células transfectadas, la quinasa activada y su sustrato pueden interaccionar también de forma directa, que 
como ya se comentó anteriormente, tiene precedentes ya que la isoforma endotelial eNOS puede ser co-
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inmunoprecipitada con diferentes proteínas quinasas, Akt/PKB (Takahashi y Mendelsohn, 2003), AMPK 
(Morrow et al., 2003) y Chk1 (Park et al., 2011), que fosforilan la Ser equivalente en la hélice α activadora 
carboxilo-terminal y pueden ser co-inmunoprecipitadas con eNOS tras la activación de la quinasa. 
Así pues se ha descrito la fosforilación de la nNOS en la Ser1412 y el consiguiente aumento de la 
actividad enzimática mediado por la actividad de PKD1. En este contexto, debe mencionarse que se trata 
de un sitio atípico de fosforilación de PKD (Tabla 2). Esta quinasa normalmente reconoce un motivo 
consenso que presenta un residuo hidrofóbico como Leu/Val/Ile en posición (-5) y Arg/Lys en posición (-3) 
respecto del residuo de serina fosforilable (Nishikawa et al., 1997; Rozengurt, 2011). La nNOS muestra 
residuos de Arg en ambas posiciones (RLRSES1412). A pesar de este hecho, nuestros resultados indican 
que la hélice α C-terminal de nNOS es accesible a la acción de la quinasa y muestran que PKD1 es un 
activador de esta isoforma. Dado que la serina equivalente de eNOS está sujeta a mecanismos similares 
de activación por fosforilación sería factible que PKD fuera un regulador general de la actividad enzimática 
de las isoformas constitutivas de NOS y de la síntesis de •NO.  
Así pues, estos descubrimientos abren nuevas perspectivas en la regulación de las óxido nítrico 
sintasas y en la producción de •NO por PKD. Además, estos nuevos descubrimientos suman a la lista de 
las papeles biológicamente relevantes desempeñados por PKD, una función crucial como es la regulación 
de la síntesis de •NO y con ello una multitud de procesos fisiológicos y patológicos en los que este 
mediador está implicado. 
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BLOQUE 3: La interacción del extremo C-terminal de la Óxido Nítrico Sintasa 
Inducible (iNOS) con proteínas PDZ regula su activación y la producción de •NO. 
Como se ha comentado anteriormente, a diferencia de la ferredoxina NADP+ reductasa y la 
citocromo P450 reductasa y pese a su gran homología de secuencia, las tres óxido nítrico sintasas de 
mamíferos poseen extensiones C-terminales ausentes en las dos primeras, que en el caso de la iNOS 
consta de 21 aminoácidos, que están implicadas en la modulación de la transferencia de electrones hacia 
el dominio oxigenasa. Ello indicaría que estas extensiones C-terminales controlan, en definitiva, la 
actividad reductasa del segundo dominio. Por otro lado, en general, si el sistema se encuentra acoplado 
(en presencia de L-arg y BH4) un incremento en la capacidad reductasa del segundo dominio de las 
NOSs conduce a un aumento en la síntesis de óxido nítrico.  
En el caso de la eNOS y de la nNOS, su extremo C-terminal posee un residuo de serina susceptible 
de ser fosforilado por parte de distintas quinasas, lo cual conduce a su activación y al aumento en la 
síntesis de •NO. Cuando se sustituye la serina fosforilable por un residuo de ácido aspártico, 
mimetizando así el grupo fosfato, la actividad reductasa y la actividad •NO sintasa aumentan 
considerablemente. Asimismo, la deleción carboxi-terminal de 25 aa también conduce a un aumento de 
la actividad •NO sintasa y citocromo c reductasa por parte de la eNOS. Se asume que el extremo C-
terminal de la eNOS y de la nNOS sería una “tapadera” que ejerce una acción modulable auto-inhibitoria 
que se pierde vía fosforilación o deleción, en un proceso que conlleva un aumento en la transferencia de 
electrones y en la síntesis de •NO y/o un aumento en la sensibilidad de la enzima por Ca2+/CaM. 
En el caso de la iNOS los datos relativos a la fosforilación de la enzima en esta región son 
inexistentes y lo que es más, estudios de deleción han mostrado que esta región está también limitando 
la transferencia de electrones y por esta razón regulando la actividad de liberación de •NO por la iNOS. 
Como se ha comentado la clonación de la iNOS a partir de macrófagos murinos Raw 264.7 dio lugar a 
dos tipos de cDNA: uno más largo que daba lugar a una isoforma de 1144 aminoácidos, cuya secuencia 
coincidía con la de la proteína purificada y otro con una secuencia codificante más corta de 1122 
aminoácidos, en la que los últimos 10 aminoácidos C-terminales diferían completamente de los de la 
isoforma larga que carecía de actividad NOS (Xie et al., 1992). 
Hasta hace poco, la única proteína con dominios PDZ que se conocía que interaccionaba con el 
extremo C-terminal de la iNOS hepática (que posee un motivo de unión a PDZ de clase I) era EBP50 
(Glynne et al., 2002) a través de su dominio PDZ1, el cual se une preferentemente al motivo -D(S/T)XL; 
estudios posteriores han demostrado que el dominio PDZ1 de EBP50 también interacciona con fuerza 
con el motivo consenso -(S/T)(R/Y)L. Por otro lado, en nuestro grupo se determinó que una proteína 
denominada CAP70 (NHERF-3), que consta de cuatro dominios PDZ en tándem, también se asocia a la 
iNOS a través de sus dominios PDZ que se unen al motivo consenso tipo I presente en su extremo C-
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terminal. La unión de la iNOS a CAP70 trae consigo la translocación al dominio apical de la célula 
(Navarro-Lerida et al., 2007). 
El papel del módulo carboxi-terminal ha sido estudiado anteriormente. Así, se clonaron varios 
mutantes de la isoforma larga, algunos puntuales y otros en los que se delecionó la extensión C-terminal, 
que en el caso de la iNOS cuenta con 21 aminoácidos. Por sí misma la deleción progresiva de 22 (un 
aminoácido más de lo que supone la cola C-terminal), 23, 24 y 25 aminoácidos de la isoforma larga, 
redujo la tasa de síntesis de •NO en un 26%, 71%, 95%, 100%. La mutación de la Phe1122, el único 
residuo aromático dentro de una de las regiones más largas conservadas por todas las NOSs de 
secuencia conocida, supuso una reducción de la actividad enzimática del 41%. Esta era la primera 
demostración de que el extremo C-terminal de la iNOS era una región funcional crítica (Xie et al., 1994). 
Posteriormente, Roman y colaboradores (Roman et al., 2000b) estudiaron de nuevo el papel funcional de 
la “cola” C-terminal de la iNOS, para lo que delecionaron exactamente lose 21 residuos tanto de la iNOS 
murina completa como del dominio reductasa y compararon los resultados obtenidos con los de ambas 
construcciones sin delecionar. En este caso observaron que tanto la proteína completa como el dominio 
reductasa truncados mostraban una capacidad de reducción de citocromo c que era de 7 a 10 veces 
mayor que la de la formas no truncadas. Además la forma completa delecionada catalizaba la síntesis de 
•NO un 20% más rápido que la proteína completa no truncada.  
Todos estos experimentos parecen indicar que los incrementos en las tasas de transferencia de 
electrones (actividad reductasa) no se traducen a los mismos niveles en términos de producción de •NO. 
Alternativamente, las deleciones realizadas podrían ser demasiado drásticas y las proteínas resultantes 
podrían ser inestables. Se debe tener en cuenta en este contexto, que la tasa de transferencia de 
electrones desde el dominio reductasa al dominio hemo, determina las tasas de turnover de producción 
de •NO en las distintas NOSs (Nishida y de Montellano, 2001) y las deleciones en el dominio reductasa 
podrían conferir la capacidad de regular la transferencia de electrones a través de este dominio. 
En este trabajo se ha estudiado el efecto de la deleción progresiva del extremo C-terminal, para lo 
que se han clonado y purificado tres mutantes: Δ5, Δ10 y Δ15, tanto para el dominio reductasa de la 
iNOS como para la proteína completa y se ha comparado su actividad con las formas silvestres.  
Dado que la reducción del citocromo c es un proceso determinado por la transferencia de electrones 
desde el módulo FMN de la reductasa hasta este aceptor de electrones (Vermilion et al., 1981), su tasa 
puede dar información considerando la actividad del dominio reductasa completo como un todo. La 
determinación de la actividad mediante la medida de reducción de citocromo c, permitió determinar para 
los dominios reductasa aislados que, si bien la deleción de los 5 aa finales no tiene apenas efecto, la 
deleción de 10 y más aún de los 15 aa finales supone un incremento de la capacidad de reducción de 
citocromo c, de un 32% y un 67% respectivamente. En el caso de las proteínas completas, las deleción 
     Página 111                 El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO          Discusión 
de 5 aa tampoco tuvo efecto, pero la deleción de 10 aminoácidos supuso un aumento de un 65% (Figura 
35). 
El extremo C-terminal de la iNOS presenta un motivo de unión a dominios PDZ y a través del mismo 
interacciona con EBP50 y CAP70, que regulan tanto su localización subcelular como su actividad. En 
estudios realizados en nuestro grupo (Navarro-Lerida et al., 2007) se observó que la unión de tanto 
EBP50 recombinante como CAP70 recombinante a la iNOS da lugar a un aumento en la población de 
dímeros activos de iNOS lo cual explica el aumento en la capacidad de síntesis de •NO que se observa.  
La determinación de la actividad mediante la medida de reducción de citocromo c del dominio 
reductasa silvestre de la iNOS tras la incubación con concentraciones crecientes de cada una de las 
proteínas PDZ, muestra un aumento en la capacidad de reducción de citocromo c, aumentando ésta 
hasta casi tres veces más para la máxima concentración de EBP50 ensayada y hasta casi el doble en el 
caso de CAP70 (Figura 36).  
Así pues la deleción progresiva de la “tapadera” carboxi-terminal, conlleva un aumento en la 
velocidad de transferencia de electrones desde el NADPH, al FAD, de éste al FMN y finalmente al 
aceptor artificial, el citocromo c, transferencia que aún se ve más favorecida si en lugar de llevar a cabo 
una deleción artificial, se incuba con las proteínas PDZ. 
En estudios llevados a cabo con la nNOS, Miller y col. (Miller et al., 1999a) y Noble y col. (Noble et 
al., 1999), demostraron la formación de una semiquinona estable al aire (una forma reducida con un 
electrón), la cual no podía reducir su propio hemo o el del citocromo c y que era estable durante 20 
minutos antes de revertir a la forma completamente oxidada. Este comportamiento redox es reminiscente 
del observado en CYPOR. Este hecho ha llevado a especular que el dominio flavoproteína de las NOSs 
opera a través de un mecanismo similar, si no idéntico al de CYPOR. Roman y colaboradores (Roman et 
al., 2000b), para estudiar si el extremo C-terminal de la iNOS afectaba a este proceso, estudiaron la tasa 
de reoxidación de flavinas empleando el dominio reductasa de la iNOS de macrófago de ratón en su 
forma silvestre y el mutante de deleción Δ21, que carece de la “tapadera” completamente. Comprobaron 
que el NADPH era empleado 5 veces más rápido por la forma truncada ya que el plateau antes de que la 
absorbancia aumentara a la longitud de onda seleccionada (en su caso 485 nm), aumento que es un 
reflejo de la reoxidación de las flavinas, era 5 veces mayor para el dominio reductasa silvestre. 
Observaron que, si bien el dominio reductasa silvestre antes de volver a su estado completamente 
oxidado forma durante un tiempo la semiquinona estable (FADH•), la deleción de los 21 aminoácidos C-
terminales acelera hasta tal punto la velocidad de transferencia de electrones que no se forma la 
semiquinona, detectándose directamente la forma completamente oxidada.  
En los experimentos de reoxidación de flavinas llevados a cabo con los mutantes Δ10 y Δ15 del 
dominio reductasa, en comparación con la forma silvestre, observamos que la deleción progresiva de 10 
y 15 aa acelera la velocidad de formación de la semiquinona ya que el plateau antes de que se forme la 
     Página 112          Discusión                 El módulo carboxi-terminal de las NOSs y la regulación de la síntesis de •NO            
semiquinona es menor a medida que se trunca la proteína (Figura 37). Esto se correlaciona con el 
aumento en la velocidad de transferencia de electrones comentado anteriormente, si bien a diferencia del 
mutante Δ21, en nuestro caso sí que observamos la formación de la semiquinona. Del mismo modo, la 
incubación con EBP50, si bien esperábamos que no se detectara la formación de la semiquinona, 
también llevó a la formación de la semiquinona en un tiempo menor en comparación con el dominio 
reductasa silvestre aislado (Figura 39).  
A continuación procedimos a valorar la formación de •NO por la proteína completa, tanto para la 
forma silvestre como para los dos mutantes de deleción que logramos clonar (Δ5 y Δ10) (Figura 40). De 
nuevo comprobamos que la deleción progresiva también conlleva un aumento en los niveles de 
formación de •NO, si bien el aumento no es tan acusado comparado con el incremento observado en la 
velocidad de reducción de citocromo c. Se debe tener en cuenta en este contexto, que la tasa de 
transferencia de electrones desde el dominio reductasa al dominio hemo, determina las tasas de turnover 
de producción de •NO en las distintas NOSs (Nishida y de Montellano, 2001) y las deleciones en el 
dominio reductasa podrían conferir la capacidad de regular la transferencia de electrones a través de este 
dominio. Del mismo, modo la incubación con cada una de las proteínas PDZ llevó a un aumento en la 
formación de •NO, aumento mucho mayor que el obtenido para los mutantes de deleción (Figura 41). 
Así pues, la interacción de la iNOS a través de su extremo C-terminal con las distintas NHERFs no 
sólo implica la translocación de la iNOS hacia la localización subcelular adecuada, sino que dado el 
considerable aumento en la actividad reductasa y •NO sintasa, esta interacción supone un mecanismo de 
activación de la proteína. Al igual que la fosforilación en el caso de la eNOS y de la nNOS, la unión de 
estas proteínas PDZ supone la retirada de la hélice α presente en el extremo carboxi-terminal de la iNOS 
la cual funciona como un elemento autoinhibitorio (Figura 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Modelo de activación mediante la retirada de la “cola” C-terminal presente en las NOSs y que 
funciona a modo de tapadera dificultando la transferencia de electrones. (A) En las isoformas constitutivas, 
eNOS y nNOS, la fosforilación de un residuo de Ser conservado por diversas quinasas que convergen en dicha 
posición, induce un cambio conformacional que aumenta el flujo de electrones hacia el dominio oxigenasa, 
aumentando así la producción de •NO. (B) En la isoforma inducible, el extremo C-terminal constituye un motivo de 
unión a dominios PDZ de modo que la interacción con proteínas que tiene dominios PDZ, como EBP50 y CAP70, 
induce la retirada del lazo autoinhibitorio. 
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- Mediante un ensayo quinasa in vitro realizado con las proteínas recombinantes purificadas y análisis de 
los péptidos trípticos por espectrometría de masas se ha demostrado que PKD fosforila in vitro a la eNOS 
en la Ser1179 activadora. La fosforilación por PKD de la eNOS en esta posición fue confirmada mediante 
inmunodetección empleando un anticuerpo específico que reconoce esta Ser fosforilada.  
 
- La fosforilación de la Ser1179 de la eNOS bovina por PKD también ocurre in vivo, tal y como se ha 
demostrado en experimentos de transfección realizados en células endoteliales BAEC o en células 
HEK293T.  
 
- La fosforilación de la Ser1179 de la eNOS por PKD tiene un efecto activador ya que estimula la 
producción de •NO lo cual se ha determinado mediante el empleo de un sensor de •NO fluorescente, 
DAF2-DA, y mediante la valoración de los niveles de la proteína VASP fosforilada en la Ser239, un 
marcador bioquímico de los niveles de •NO en células vivas.  
 
- Los resultados presentados también demuestran que la PKD forma un complejo con la eNOS, y dicha 
asociación depende del dominio NADPH de la eNOS, pero no de su módulo C-terminal. 
 
- Se ha demostrado que el estímulo celular VEGF induce la fosforilación de la eNOS en la Ser1179 por 
PKD en células endoteliales, y lo mismo ocurre con PDBu, un potente activador de PKD.  
 
- El tratamiento de células endoteliales BAEC con VEGF conduce a un cambio en la localización 
subcelular tanto de la eNOS como de PKD1/2, mientras que el tratamiento con PDBu sólo afecta a la 
localización de la quinasa.  
 
- Los resultados obtenidos en los ensayos de reparación de herida (wound healing) demuestran que la 
inhibición de PKD disminuye de forma notable la migración de las células BAEC, y proponemos que el 
mecanismo por el que la inhibición de PKD causa estos efectos pueda deberse al menos en parte a la 
incapacidad de fosforilar y activar a la eNOS.  
 
- Estos descubrimientos establecen un nuevo mecanismo de regulación de la síntesis de •NO mediado 
por PKD en el sistema cardiovascular.  
 
- Mediante un ensayo quinasa in vitro realizado con las proteínas recombinantes purificadas y análisis de 
los péptidos trípticos por espectrometría de masas se ha demostrado que PKD fosforila in vitro a la nNOS 
en la Ser1412 activadora. La fosforilación por PKD de la nNOS en esta posición fue confirmada mediante 
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inmunodetección empleando un anticuerpo específico que reconoce esta Ser fosforilada.  
 
- La fosforilación de la Ser1412 de la nNOS de rata por PKD también ocurre in vivo, tal y como se ha 
demostrado en experimentos de transfección realizados en células HEK293T.  
 
- La fosforilación de la Ser1412 de la nNOS por PKD tiene un efecto activador ya que estimula la 
producción de •NO lo cual se ha determinado mediante el empleo de un sensor de •NO fluorescente, 
DAF2-DA, y mediante la valoración de los niveles de la proteína VASP fosforilada en la Ser239, un 
marcador bioquímico de los niveles de •NO en células vivas.  
 
- Los resultados obtenidos muestran que la asociación de nNOS y PKD depende del dominio PH de PKD 
y de la actividad de la quinasa pero no de su motivo de unión a dominios PDZ. La activación de la 
quinasa aumenta la formación del complejo heterodimérico, y nNOS es el primer sustrato descrito de 
PKD cuya asociación con la quinasa aumenta tras la activación de la misma.  
 
- Estos descubrimientos establecen un nuevo mecanismo de regulación de la síntesis de •NO en el 
sistema nervioso, mediado por PKD. 
 
- El descubrimiento de estos dos nuevos papeles de PKD, la fosforilación y activación de la eNOS y la 
nNOS que son biológicamente tan relevantes, abre la perspectiva de que PKD esté implicada en el 
control de procesos fisiológicos y patológicos en la que estos dos mediadores puedan estar implicados, 
tanto en el sistema cardiovascular como en el sistema nervioso. 
 
- Tras la comparación de la actividad reductasa y óxido nítrico sintasa, y la tasa de reoxidación de 
flavinas de los distintos mutantes de deleción (Δ5, Δ10, Δ15) tanto de la iNOS completa como del 
dominio reductasa que han sido clonados, expresados y purificados, concluimos que la deleción 
progresiva de al menos 10 aminoácidos aumenta su actividad.  
 
- La incubación de las proteínas silvestres iNOS completa o el dominio reductasa con las proteínas PDZ 
recombinantes purificadas EBP50 y CAP70, aumenta significativamente su capacidad de reducción de 
citocromo c y en el caso de la proteína completa la síntesis de •NO.  
- Así pues, al igual que en el caso de las isoformas de NOSs constitutivas, el módulo carboxi-terminal 
regula la actividad de la enzima limitando el flujo de electrones desde el dominio reductasa hacia el 
dominio hemo-oxigenasa.  
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1. Los receptores nucleares: estructura y función. 
Los receptores nucleares constituyen la superfamilia más amplia de factores de transcripción. Se 
trata de polipéptidos regulados por ligando capaces de controlar una gran variedad de procesos 
biológicos, como el metabolismo de lípidos y carbohidratos, la proliferación y diferenciación celular, el 
desarrollo y función del sistema reproductivo y los ritmos circadianos. En humanos existen al menos 48 
miembros de la superfamilia de receptores nucleares, en Drosophila aproximadamente la mitad y en 
nematodos 6 veces más. En humanos, la mitad de ellos tienen ligandos identificados en los que los 
receptores claramente funcionan como factores de transcripción activados por pequeñas moléculas 
hidrofóbicas, como hormonas esteroides, ácidos grasos, derivados de vitaminas liposolubles y 
metabolitos de la dieta. Estas moléculas funcionan uniéndose dentro del dominio de unión a ligando 
(LBD) presente en el receptor nuclear. El resto de los receptores nucleares humanos y casi todos los de 
Drosophila y Caenorhabditis elegans son receptores huérfanos, ya que no tienen un ligando identificado 
(Burris, 2008). Así, en función del tipo de ligando que unen, se han definido tres clases de receptores 
nucleares (Chawla et al., 2001; Evans, 1988): receptores endocrinos que unen ligandos como hormonas 
esteroides y vitaminas liposolubles con alta afinidad, receptores lipídicos que generalmente unen lípidos 
de la dieta, bioactivos o exógenos con baja afinidad y receptores nucleares cuyo ligando se desconoce y 
que se clasifican como receptores huérfanos.  
 
 
 
 
 
Figura 1. Organización estructural de los receptores nucleares. Los receptores nucleares presentan una 
arquitectura en dominios conservada, con un dominio N-terminal de longitud y secuencia variables (región A/B), un 
dominio de unión a DNA (DBD) o región C, una región bisagra flexible (región D) y un dominio de unión a ligando 
(LBD o región E) C-terminal estructuralmente conservado, en algunos casos seguido de una región F.  
 
Los receptores nucleares presentan una arquitectura en dominios común (Figura 1), con un dominio 
N-terminal de longitud y secuencia variables que tiene una función de transactivación constitutivamente 
activa (región A/B), un dominio de unión a DNA (DBD) altamente conservado que contiene dos dedos de 
zinc (región C), una región bisagra flexible (región D) y un dominio de unión a ligando (LBD o región E) C-
terminal estructuralmente conservado, implicado no sólo en la unión del ligando sino también en la 
dimerización y unión de proteínas correguladoras (ya sean correpresoras o coactivadoras). Algunos de 
ellos también contienen una región F, cuya función no es del todo clara (Renaud y Moras, 2000). 
La mayoría de los receptores nucleares contienen dos regiones distintas implicadas en la activación 
de la transcripción: una región de activación de la función 1 (AF-1) independiente de ligando que reside 
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en el extremo N-terminal y una región de activación de la función 2 (AF-2) dependiente de ligando que 
reside en el dominio de unión a ligando (Mangelsdorf y Evans, 1995). Mientras que diferentes 
subregiones del LBD contribuyen a AF-2, la integridad de una hélice α anfipática en el extremo C-terminal 
del LBD (que corresponde a la hélice α 12 en la estructura conservada del LBD de los receptores 
nucleares (Wurtz et al., 1996)) resulta ser indispensable para la activación dependiente de ligando. A 
modo de ejemplo, una hélice α anfipática similar, caracterizada por el motivo conservado ΦΦXEΦΦ 
(siendo Φ un aminoácido hidrofóbico y X un aminoácido no conservado) (Mangelsdorf y Evans, 1995), 
está presente en el extremo C-terminal del dominio de unión a ligando del receptor nuclear HR3A 
(Hormone receptor 3 isoform A) de Bombyx mori (LYKELF; aa 474–479 en (Eystathioy et al., 2001)). 
En general, los receptores nucleares de hormonas esteroides se translocan del citoplasma al núcleo 
de forma dependiente de la hormona para activar la transcripción de genes (revisado en (Hager et al., 
2000)). Otros receptores nucleares, como por ejemplo los RXRs (Retinoid X receptors) y RARs (Retinoic 
acid receptors), residen en el núcleo y el heterodímero RAR/RXR de forma constitutiva se une al 
elemento de respuesta a hormonas en el DNA, activando o reprimiendo la transcripción en presencia o 
ausencia de ligando, respectivamente (revisado en (Glass y Rosenfeld, 2000)). Sin embargo, estudios 
posteriores han difuminado estas diferencias. Por ejemplo, si bien en muchos tipos celulares los RXRs y 
los receptores nucleares con los que heterodimerizan como los RARs se localizan en el núcleo, en 
algunos tipos celulares, en ciertos estadios del desarrollo o en determinados entornos celulares, se han 
localizado en el citoplasma (Cao et al., 2004).  
La unión de pequeñas moléculas al LBD de los receptores nucleares, modula su asociación con 
motivos específicos de DNA dentro del genoma cerca de sus genes diana, regulando de esta forma su 
tasa de transcripción de forma dependiente de ligando. La mayoría se unen al DNA como dímeros, ya 
sea como homodímeros (como es el caso de los receptores de esteroides) o heterodímeros con otro 
miembro de la superfamilia de los receptores nucleares (Mangelsdorf y Evans, 1995; Mangelsdorf et al., 
1995). Un número limitado de ellos tiene la capacidad de unirse al DNA como monómeros. La unión del 
ligando (o del agonista) induce un cambio conformacional dentro del LBD que permite la creación de una 
superficie única que es reconocida por proteínas coactivadoras (Savkur y Burris, 2004). Así, el LBD actúa 
como interruptor molecular, que sufre cambios conformacionales tras la unión del ligando, cambios que 
en definitiva afectan a la localización subcelular, dimerización, unión al DNA, unión de proteínas 
coactivadoras y/o a la actividad transcripcional (Glass y Rosenfeld, 2000). Una vez que las proteínas 
coactivadoras son reclutadas al LBD del receptor nuclear y de esta manera a la región promotora del 
gen, la tasa de síntesis de mRNA aumenta debido a la estabilización del complejo de preiniciación y a la 
modificación de la estructura de la cromatina (Lonard y O'Malley, 2007). Si bien la mayoría de los 
receptores nucleares se comportan de esta forma, otros pueden poseer actividad constitutiva debido a 
una unión constante con proteínas coactivadoras, o por el contrario desempeñan silenciamiento 
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transcripcional (represión activa) de la expresión de ciertos genes debido a una unión constante con 
proteínas correpresoras que median el reclutamiento de histonas deacetilasas (Giguere, 1999). 
El hecho de que los receptores nucleares desempeñen papeles clave en desarrollo, metabolismo, 
reproducción y enfermedad, sumado a que la naturaleza de sus ligandos les convierte en excelentes 
dianas terapéuticas, ha generado un gran interés por tratar de identificar ligandos de los receptores 
nucleares y en particular de los receptores huérfanos. 
 
2. Señalización inducida por ecdisona y el receptor nuclear E75 en insectos. 
La vía de señalización inducida por ecdisona, es un componente esencial del eje endocrino que 
controla el desarrollo y la reproducción en artrópodos. Numerosos receptores nucleares, factores de 
transcripción, coactivadores y correpresores coordinan esta vía para transmitir la señalización iniciada 
por esta hormona (Smagghe, 2009). 
Uno de los pocos receptores nucleares con ligando conocido descrito en Drosophila es el receptor 
de ecdisona (EcR). Las primeras etapas de la metamorfosis de Drosophila son iniciadas y están 
controladas por dos pulsos sucesivos de la hormona esteroide 20-hidroxiecdisona (ecdisona). Tras la 
unión de ecdisona, el EcR heterodimeriza con un segundo receptor nuclear, ultraespiráculo (USP), 
activando así una cascada de señalización en la que están implicados varios genes (Thummel, 1995) 
que, en definitiva, regulan numerosos procesos fisiológicos entre ellos la metamorfosis (Bialecki et al., 
2002; Thummel, 1996), embriogénesis (Bownes et al., 1988), crecimiento (Bownes et al., 1988), 
diferenciación (Laufer et al., 2002), el desarrollo de la cámara del huevo (Buszczak et al., 1999), muda 
(Ampleford, 1985), diapausa, reproducción y comportamiento (Richard et al., 1998). El heterodímero 
EcR/USP recluta correguladores, los cuales modifican histonas, lo que da lugar a la alteración de la 
estructura de la cromatina y facilita el acceso de los factores de transcripción y se activa así la 
transcripción de los genes DHR3 (que codifica para el receptor nuclear DHR3, Drosophila hormone 
receptor 3) y de la isoforma del gen Eip75B, E75A (Bialecki et al., 2002; Koelle et al., 1991; Lam et al., 
1997; Lan et al., 1997; White et al., 1997). DHR3 promueve su propia expresión continuada así como la 
de la variante de procesamiento de Eip75B, E75B y la del gen βFtz-F1, que codifica para otro receptor 
nuclear. Como producto temprano en respuesta a esta hormona, se cree que el receptor nuclear E75 
(Ecdysone-induced protein 75) regula un conjunto de procesos del desarrollo iniciados por señales de 
ecdisona. También parece que E75 participa en un nivel anterior de esta cascada de señalización ya que 
se requiere para la síntesis de ecdisona (Bialecki et al., 2002). βFtz-F1 (Beta fushi tarazu-factor 1) activa 
la expresión de genes que codifican enzimas implicadas en la síntesis de ecdisona (Broadus et al., 1999; 
Lavorgna et al., 1993; Woodard et al., 1994), dando lugar a otra ronda de producción de la hormona. 
Así pues, uno de los papeles mejor caracterizados de E75 y HR3 (Hormone receptor 3)  in vivo es el 
de formar parte de la jerarquía transcripcional de receptores nucleares que controla y responde a la 
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producción de ecdisona, la hormona inductora de la metamorfosis. En insectos mutantes para E75 en la 
línea germinal se observa una parada en la oogénesis media (Buszczak et al., 1999), mientras que las 
mutaciones cigóticas resultan ser letales embrionarias, con defectos en el intestino y en la metamorfosis.  
En otros insectos también se expresan ortólogos de E75 y lo hacen de forma activa durante el 
desarrollo larvario, la pupación y la oogénesis (Erezyilmaz et al., 2009; Jindra et al., 1994; Palli et al., 
1997; Palli et al., 1995; Siaussat et al., 2004; Swevers et al., 2002a; Zhang et al., 2004). Además se han 
descrito ortólogos de E75 en crustáceos como la gamba Metapenaus ensis, en la que también se 
expresa durante la muda (Chan, 1998), o en miembros del género Daphnia (Hannas y LeBlanc, 2010; 
Hannas et al., 2010) entre otros.  
En insectos, el producto del gen temprano inducido Eip75B, el receptor nuclear E75, se ha implicado 
genéticamente en la represión de varios genes de la cascada desencadenada por ecdisona (Hiruma y 
Riddiford, 2004) y está bien establecido que E75 también actúa como represor en ensayos de 
transfección transitoria (Reinking et al., 2005; Swevers et al., 2002b; White et al., 1997). Se sabe que la 
heterodimerización de E75 con el receptor nuclear HR3 bloquea la capacidad activadora transcripcional 
del segundo (Figura 2) (Reinking et al., 2005). Es interesante el hecho de que, el receptor nuclear E75 de 
Drosophila melanogaster y más concretamente su LBD, es una hemoproteína que une gases diatómicos 
como •NO y CO (Reinking et al., 2005). Así, E75 es el primer receptor nuclear descrito que pertenece a la 
clase de las hemoproteínas. De hecho, cuando la proteína E75 completa de D. melanogaster se aísla de 
pupas de insecto, se purifica como hemoproteína en estado férrico con hemo unido y su dominio LBD 
expresado de forma recombinante, bien en bacterias o en células infectadas por baculovirus, también se 
purifica como hemoproteína (de Rosny et al., 2006; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005). 
Desde un punto de vista funcional, el átomo de hierro del grupo hemo de E75 de D. melanogaster 
puede oxidarse o reducirse de forma reversible, lo que afecta a la capacidad de E75 para heterodimerizar 
con HR3 así como para unir los gases diatómicos •NO y CO. La coordinación de gases diatómicos con el 
grupo hemo de E75 induce un cambio conformacional que impide su interacción con el receptor nuclear 
DHR3, concretamente con un péptido derivado de la región AF-2 de DHR3, de modo que DHR3 queda 
libre para llevar a cabo su actividad transcripcional, que estaba bloqueada por la acción represora de E75 
(Reinking et al., 2005). Así pues, la heterodimerización entre E75 y DHR3 está modulada tanto por el 
estado redox del hemo, ya que la reducción del hemo de E75 es necesaria para que pueda unir DHR3 y 
reprimir la transcripción, así como por la unión de los gases •NO y CO. La unión de •NO a E75 de D. 
melanogaster desplaza los ligandos axiales Cys e His que estaban coordinados con el hierro del hemo en 
ausencia del gas, dando lugar a un complejo Fe(II)NO pentacoordinado, lo que justifica la observación de 
que el •NO funciona como antagonista de la actividad represora de E75 (Caceres et al., 2011; Johnston 
et al., 2011; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005). En Drosophila, el •NO producido por la óxido 
nítrico sintasa cancela la represión que E75 lleva a cabo sobre DHR3 en la glándula protorácica (Caceres 
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et al., 2011). Es interesante resaltar el hecho de que el principal lugar de producción de ecdisona en las 
larvas de Drosophila es la glándula protorácica, siendo también ese órgano donde se producen los 
mayores niveles de expresión de óxido nítrico sintasa (Wildemann y Bicker, 1999). 
En último lugar, la unión de CO al LBD de E75 de D. melanogaster purificado da lugar a un complejo 
Fe(II)CO hexacoordinado con un sexto ligando neutro (de Rosny et al., 2006; Marvin et al., 2009), que 
estabiliza la proteína, e impide su interacción con un péptido derivado de DHR3 (Reinking et al., 2005) 
aunque no se sabe si, in vivo, el LBD de E75 de D. melanogaster en estado ferroso con CO unido 
tampoco puede unirse con otros receptores nucleares como DHR3 o con el correpresor SMRTER 
(NCoR/SMRT-related molecule in Drosophila).  
Todos estos resultados sugieren que E75 pueda funcionar como sensor intracelular de hemo (si bien 
esta propiedad será discutida posteriormente), sensor redox y sensor de gases (Reinking et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Mecanismo de acción de los receptores nucleares E75 y HR3. La coordinación de gases diatómicos, 
•NO o CO, con el grupo hemo de E75 de induce un cambio conformacional que impide su interacción con el 
receptor nuclear HR3, quedando éste libre para llevar a cabo su actividad transcripcional, que estaba bloqueada 
por la acción represora de E75. Así, el extremo C-terminal de HR3 que contiene un fuerte dominio de activación, 
queda libre para interaccionar con proteínas coactivadoras.  
 
2.1. Los receptores nucleares Rev-erbs, los ortólogos de E75 en mamíferos. 
Dentro de los LBDs de mamíferos, los ortólogos más cercanos a los E75 de insectos son los 
receptores nucleares Rev-erbα (NR1D1) y Rev-erbβ (NR1D2), dos proteínas relacionadas que 
generalmente actúan como represores transcripcionales ya sea por sí mismos o reclutando proteínas 
correpresoras. Los Rev-erbs desempeñan un papel clave en la regulación de los ritmos circadianos, en el 
metabolismo de lípidos y de glucosa y en enfermedades como la diabetes, ateroesclerosis, inflamación y 
cáncer (Harding y Lazar, 1995; Pardee et al., 2009). En la mayoría de los casos, los receptores nucleares 
Rev-erbs están situados en el núcleo y se unen como monómeros a secuencias específicas 
denominadas elementos de respuesta Rev o como dímeros a un elemento de respuesta Rev de 
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repetición directa, RevDR-2 (Duez y Staels, 2008). Como en el caso de los LBDs de E75 de insectos, 
Rev-erbα y Rev-erbβ unen hemo y la unión reversible de hemo parece que regula la actividad 
transcripcional de Rev-erbβ (Pardee et al., 2009; Raghuram et al., 2007; Yin et al., 2007). Recientemente, 
se ha podido dilucidar la estructura a nivel atómico tanto de Rev-erbα (Phelan et al., 2010) como de Rev-
erbβ (Pardee et al., 2009). Mientras que Rev-erbβ silvestre puede reprimir la transcripción de genes 
diana, su mutante puntual His602Phe, el cual no puede unir hemo, no desempeña esta actividad 
represora transcripcional (Raghuram et al., 2007). Dado que los niveles celulares de hemo varían durante 
el ciclo circadiano, se considera que Rev-erbα y Rev-erbβ enlazan el ciclo circadiano y el metabolismo 
(Ramakrishnan y Muscat, 2006). En un principio, se propuso que la actividad de Rev-erbα y Rev-erbβ no 
se veía afectada por la reducción del hierro del hemo con ditionito sódico o por la adición de donadores 
de •NO (Raghuram et al., 2007), si bien resultados recientes sugieren que Rev-erbα y Rev-erbβ 
recombinantes pueden unir •NO y CO (Gupta y Ragsdale, 2011; Marvin et al., 2009; Pardee et al., 2009). 
De esta forma, Rev-erbβ saturado de hemo puede unir •NO, regulando así la unión a correpresores 
(Pardee et al., 2009).  
 
3. El grupo hemo. 
El grupo hemo está formado por un átomo de hierro y un anillo de porfirina y constituye uno de los 
grupos prostéticos más versátiles empleados por la naturaleza para ensamblar una gran variedad de 
proteínas transportadoras de ligando, proteínas implicadas en la transferencia de electrones, enzimas y 
receptores. La flexibilidad proporcionada por los tres estados de oxidación del hierro biológicamente 
accesibles, la modulación de estos estados y sus propiedades químicas determinadas por los cuatro 
ligandos nitrógeno de la porfirina más uno o dos ligandos axiales y la interacción del sistema π de la 
porfirina con los orbitales d del hierro, posibilitan la rica química asociada con el grupo hemo (Colas y 
Ortiz de Montellano, 2003). 
La porfirina en cada uno de los tipos de hemos naturales es un anillo compuesto por cuatro ciclos 
pirrólicos modificados interconectados por sus átomos de carbono α mediante puentes de metino (-CH=). 
Cuando se encuentra en estado de ionización menos dos, las porfirinas pueden coordinar un metal de 
transición, un átomo de hierro en el caso de las hemoproteínas, que se coloca aproximadamente en el 
centro del anillo para formar una metaloporfirina. El átomo de hierro no está exactamente en el centro del 
plano del hemo y el grado en el que el átomo de hierro se sitúa fuera del plano del hemo depende de la 
naturaleza de los ligandos axiales así como del estado de oxidación del metal (Smith y Williams, 1970). 
El anillo de porfirina es altamente conjugado, lo cual le impone la forma aproximadamente plana que se 
encuentra en la mayor parte de las proteínas. Así, en el grupo hemo, el hierro se encuentra coordinado 
por cuatro átomos de nitrógeno pertenecientes a cada uno de los anillos de pirrol, que configuran un 
entorno aproximadamente plano cuadrado.  
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El átomo de hierro del hemo se puede encontrar en dos estados de oxidación Fe2+ o Fe3+. En estos 
estados de oxidación, como ocurre de forma general en los metales de transición del tercer periodo, el 
hierro tiene vacíos el orbital 4s, los orbitales 4p y varios orbitales 3d. Estos orbitales quedan disponibles 
para formar enlaces coordinados con átomos o moléculas dadores de electrones que, como se ha dicho, 
se disponen típicamente en los vértices de un octaedro en cuyo centro se encuentra el ion de hierro 
(Moore y Pettigrew, 1990). El ion Fe3+ posee cinco electrones en orbitales 3d. Si el efecto de repulsión 
interelectrónica es mayor que el debido a la interacción con el entorno, se disponen tres electrones en los 
orbitales t2g y dos electrones en los orbitales eg, todos ellos con espín paralelo (Figura 3). En este caso, el 
espín total es S = 5/2 (configuración de alto espín). El ion Fe3+ en configuración de bajo espín aparece en 
la situación opuesta. En tal caso, todos los electrones se disponen en orbitales t2g quedando únicamente 
un electrón desapareado. El espín total será S = 1/2. De igual manera, para el ion Fe2+ (seis electrones) 
se encuentran dos configuraciones, de bajo espín (S = 0) o de alto espín (S = 2). El cambio en el estado 
de espín altera el tamaño del hierro y su desplazamiento del plano del hemo, lo que provoca de forma 
directa las frecuencias vibracionales de los enlaces del anillo de porfirina (Wilks, 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Configuraciones de alto y bajo espín para los iones Fe3+ y Fe2+. Niveles de energía de los electrones 
3d en un campo cristalino octaédrico. 
 
Una porfirina puede tener enlazadas una gran variedad de cadenas laterales, que se denominan 
sustituyentes, de modo que la identidad de cada tipo de hemo se distingue por los sustituyentes β-
pirrólicos periféricos (Figura 4). El más común es el hemo b, que tiene un anillo de protoporfirina IX y su 
estructura fue demostrada sintéticamente por Hans Fischer (Fischer y Zeile, 1929). El hemo b presenta 
como sustituyentes grupos metilo en las posiciones 1, 3, 5 y 8, grupos vinilo en las posiciones 2 y 4 y 
propionatos en las posiciones 6 y 7 del macrociclo. In vivo, la enzima ferroquelatasa lleva a cabo la 
incorporación del átomo de Fe(II) sobre esta base de protoporfirina IX (Sellers et al., 2001; Wu et al., 
2001). Además, el hemo b sirve de estructura a partir de la cual se derivan biosintéticamente los hemos a 
y c (Brown et al., 2002; Mogi et al., 1994; O'Brian y Thony-Meyer, 2002), que constituyen los principales 
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tipos de hemo. El hemo b se encuentra en citocromos tipo b, globinas, citocromos P450, NOSs y 
proteínas sensoras de hemo. La cadena polipeptídica une el grupo hemo mediante la combinación de la 
coordinación con las posiciones axiales del hierro que están disponibles, interacciones hidrofóbicas con 
el macrociclo del hemo e interacciones polares con los ácidos propiónicos (Breslow y Koehler, 1965; 
Breslow et al., 1967; Hargrove et al., 1996a; Hargrove y Olson, 1996; Hargrove et al., 1996b), que se 
describirán a continuación de forma más detallada.  
El hemo c es estructuralmente similar al hemo b salvo por el hecho de que el hemo se une 
covalentemente a la proteína a través de enlaces tioéter entre los dos grupos vinilo del hemo y las 
cadenas laterales de dos residuos de cisteína (Bushnell et al., 1990; Moore y Pettigrew, 1990). Los 
citocromos c típicamente contienen una secuencia C-X-X-C-H de la que dos cisteínas se unen 
covalentemente al macrociclo de la porfirina y la histidina constituye uno de los ligandos axiales del hierro 
del hemo. Este hemo c, covalentemente unido, se encuentra en los citocromos c así como en los 
citocromos f (Martinez et al., 1996). 
Figura 4. Estructura de los tres principales tipos de hemo encontrados en células eucariotas. 
 
El hemo a se biosintetiza a partir del hemo b mediante la conversión del grupo vinilo en posición 2 
en una cadena lateral hidroxietilfarnesil, rindiendo hemo o, seguido de la oxidación del metilo en posición 
8 dando un grupo formil (Mogi et al., 1994). Este hemo a se encuentra en oxidasas terminales como la 
citocromo c oxidasa de mamíferos.  
Además de estos tipos de hemos mayoritarios, en la naturaleza se han identificado otros hemos 
derivados del hemo b, algunos de los cuales se unen covalentemente a la cadena polipeptídica mediante 
enlaces diferentes a los descritos para el hemo c, que serán comentados más adelante. 
 
3.1. La coordinación del hierro. 
En las hemoproteínas, el hierro del grupo hemo aparece, además, coordinado a uno o dos ligandos 
axiales en dirección perpendicular al anillo de porfirina. Estos ligandos provienen de residuos de la 
proteína o de átomos o moléculas exógenos (H2O, O2, CO, •NO...). De este modo, el entorno del hierro 
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es aproximadamente octaédrico. Entre las hemoproteínas de estructura conocida, la esfera de 
coordinación primaria del hierro está dominada por la histidina que posee en el extremo de su cadena 
lateral un anillo de imidazol, es decir, la histidina es el ligando axial más frecuente en hemoproteínas. En 
concreto, el número de coordinación y el ligando más frecuentemente observado en la naturaleza es un 
grupo hemo pentacoordinado siendo el ligando axial un residuo de histidina, como es el caso de la 
mioglobina y la hemoglobina. El segundo motivo de coordinación más frecuente, es hexacoordinado bis-
histidina, que se encuentra por ejemplo en el citocromo b5 (Durley y Mathews, 1996). Entre las 
hemoproteínas hexacoordinadas, el segundo motivo de coordinación más frecuente es His y Met, como 
en el citocromo c de Clase I (Dickerso.Re et al., 1971); la metionina se coordina al hierro a través del 
átomo de azufre. La hexacoordinación con histidina y otro aminoácido diferente a los ya comentados es 
menos frecuente, si bien y a modo de ejemplo, se ha descrito la hexacoordinación His/Tyr en el citocromo 
f (Martinez et al., 1996), His/Pro en RrCooA (CO activator protein de Rhodospirillum rubrum) en estado 
reducido (Lanzilotta et al., 2000), His/Lys en citocromo c nitrito reductasa (Einsle et al., 1999) o His/Asn 
en la hemoproteína SHP (Sphaeroides heme protein) en estado férrico (Leys et al., 2000) de la bacteria 
fotosintética Rhodobacter sphaeroides que tiene este citocromo c poco común. Otros ejemplos de 
motivos de hexacoordinación son bis-metionina (en la bacterioferritina (Andrews et al., 1992)) y acuo-
sulfido (en la sulfito reductasa (Crane et al., 1995)). En cuanto a las hemoproteínas pentacoordinadas 
prevalece la coordinación con histidina, si bien también se ha descrito la coordinación con cisteína 
(tiolato) en los citocromos P450 (Poulos et al., 1987) y en las NOSs (Kotsonis et al., 2001) y la 
coordinación con tirosina fenóxido en la catalasa (Vainshtein et al., 1986). 
El entorno de coordinación del hierro en las hemoproteínas no debe ser estático. Los grupos hemo 
con hierro pentacoordinado ofrecen un sitio libre para la unión del sustrato, como es el caso de proteínas 
transportadoras de oxígeno o proteínas sensoras. La unión del sustrato puede desplazar ligandos unidos 
débilmente, por ejemplo la molécula de agua, en proteínas con hemo hexacoordinado, tal y como se 
observa en el citocromo P450cam (FergusonMiller y Babcock, 1996). Además se ha descrito que 
proteínas con hemo hexacoordinado cambian los ligandos coordinados con el hierro en función del 
estado de oxidación del metal. Estos cambios de ligando controlan el evento catalítico de transferencia 
de electrones y conducen a una marcada histéresis en las medidas electroquímicas (Williams et al., 
1997). 
Si bien los ligandos axiales del hierro del hemo establecen la coordinación básica, la interacción con 
aminoácidos más allá de la esfera de coordinación primaria es crucial para modular las propiedades 
químicas del hemo, lo que le permite desempeñar una gran variedad de funciones bioquímicas. Los 
aminoácidos hidrofóbicos predominan en la interfase hemo-proteína. Los bolsillos en los que se une el 
hemo están compuestos principalmente por aminoácidos alifáticos hidrofóbicos (Leu, Ile, Met, Val, Ala), 
tal y como era de esperar debido a su localización en el interior de cores hidrofóbicos. Además, la 
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mayoría de las hemoproteínas contienen al menos un residuo aromático (Phe, Tyr, Trp, o His debido a su 
anillo imidazol) que interacciona con el macrociclo del hemo (Karmirantzou y Thornton, 1998). Estos 
aminoácidos aromáticos estabilizan el macrociclo del hemo a través de interacciones del tipo apilamiento 
π (que aluden a la disposición espacial de los anillos aromáticos) (Liu et al., 1999). 
Los aminoácidos polares también contribuyen a la especificidad del bolsillo de unión del hemo al 
proporcionar enlaces de hidrógeno donadores/aceptores críticos y modular la polaridad del sitio de unión 
del hemo. También se han observado interacciones electrostáticas en los grupos propionato del hemo 
que a menudo establecen puentes salinos con residuos de arginina. Además, cadenas laterales de 
aminoácidos locales establecen la polaridad del microentorno del hemo. La polaridad del entorno local 
del hemo oscila desde apolar (citocromos P450) a relativamente polar (peroxidasas), lo que ayuda a 
controlar la química del hemo. Mientras que las interacciones polares son críticas para modular las 
propiedades químicas del hemo, las interacciones hidrofóbicas lo son más en términos de energías de 
unión que las interacciones electrostáticas de los propionatos (Hayashi et al., 1995). 
 
3.2. Modificaciones del grupo hemo: unión covalente a la cadena polipeptídica. 
Los mismos factores que contribuyen a la versatilidad del grupo hemo lo hacen susceptible de sufrir 
modificaciones autocatalíticas. Las transformaciones autocatalíticas del grupo hemo en hemoproteínas 
pueden subdividirse en dos clases: procesos anormales o patológicos que dan lugar a modificaciones no 
fisiológicas y/o a degradación del hemo, y procesos que han evolucionado como parte de la función 
natural de la proteína catalítica en cuestión. Tres ejemplos que ilustran esta segunda categoría de 
modificaciones autocatalíticas fisiológicas serían, (a) la conversión de hemo a biliverdina, hierro ferroso y 
CO por la enzima hemo-oxigenasa (HO), en la que el hemo tiene función de grupo prostético y sustrato 
(Auclair y Ortiz de Montellano, 2000; Ortiz de Montellano y Wilks, 2000), (b) la doble o triple unión 
covalente del hemo a la cadena polipeptídica que tiene lugar en las peroxidasas de mamífero (DePillis et 
al., 1997; Fiedler et al., 2000; Oxvig et al., 1999; Rae y Goff, 1998) y (c) una única unión covalente del 
hemo a la proteína como ocurre en la mayoría de los miembros de la familia CYP4 de las enzimas 
citocromo P450 (Henne et al., 2001; Hoch y de Montellano, 2001). Estas modificaciones son diferentes a 
las que conllevan la unión del grupo hemo a la proteína, como en el citocromo c, proceso que requiere la 
participación catalítica de otras proteínas (Barker y Ferguson, 1999), por lo que se trata de hemos 
derivados del hemo b, que se unen covalentemente a la cadena polipeptídica mediante enlaces 
diferentes a los descritos para el hemo c.  
En la familia CYP4 de los citocromos P450, concretamente en las proteínas CYP4A, CYP4B y 
CYP4F, se ha descrito la unión covalente entre el grupo metilo en posición 5 del hemo y la cadena lateral 
de un residuo de Glu situado en la hélice I vía un enlace éster (Colas y Ortiz de Montellano, 2003; Henne 
et al., 2001; LeBrun et al., 2002a; LeBrun et al., 2002b; Zheng et al., 2003). En el caso de la 
                             Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO                            Introducción        Página 149 
lactoperoxidasa y eosinófilo peroxidasa, las cadenas laterales de un Glu y un Asp forman enlaces éster 
con los grupos metilo 1- y 5- del hemo (Colas et al., 2002), respectivamente, mientras que en la 
mieloperoxidasa, se pueden encontrar dos tipos de enlaces, dos enlaces éster entre las cadenas 
laterales de un Glu y Asp y los grupos metilo en posición 1- y 5- del hemo, respectivamente y un tercer 
enlace vinil-sulfonio entre el azufre de un residuo de metionina y el carbono β- del grupo vinilo en 
posición 2 del hemo (Fiedler et al., 2000) (Figura 5). En la citocromo c peroxidasa y en la ascorbato 
peroxidasa, se han descrito enlaces covalentes entre la cadena lateral de un Trp y uno de los grupos 
vinilo del hemo (Pipirou et al., 2007; Pipirou et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Unión covalente del hemo en peroxidasas de mamíferos. Los enlaces éster entre las cadenas 
laterales de un Glu y un Asp y los grupos metilo en posición 1- y 5- del hemo, respectivamente, están presentes en 
la lactoperoxidasa, la eosinófilo peroxidasa y en la mieloperoxidasa, pero sólo en la mieloperoxidasa existe un 
tercer enlace covalente vinil-sulfonio entre el azufre de un residuo de metionina y el carbono β del grupo vinilo en 
posición 2 del hemo. 
 
Aunque la posibilidad de que en algunos casos la unión covalente del hemo sea accidental, la 
conservación de esta característica entre diferentes miembros de la misma familia disipa en gran medida 
la duda. Aunque en muchos casos las ventajas estructurales, mecanísticas o fisiológicas de la unión 
covalente del hemo siguen siendo desconocidas, en otros casos sí que han sido descritas, como se 
comentará posteriormente, por lo que la hipótesis de que la unión covalente del hemo confiere alguna 
ventaja o especificidad funcional y/o estructural se ve reforzada. 
 
3.3. Breve introducción al análisis espectrofotométrico de hemoproteínas. 
Las porfirinas son compuestos aromáticos, por lo que el macrociclo de la porfirina es un sistema 
altamente conjugado con 26 electrones pi en total. Como consecuencia, presentan bandas de absorción 
en la región del visible muy intensas, así como una fuerte coloración. Las propiedades únicas del 
cromóforo de las hemoproteínas permiten emplear una enorme variedad de técnicas 
espectrofotométricas que proporcionan información detallada acerca de la naturaleza de los ligandos del 
hemo. La combinación de diversas técnicas, como la espectroscopía de absorción UV/visible, dicroísmo 
Asp 
Met 
Glu 
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circular (DC) magnético, resonancia paramagnética electrónica (EPR), resonancia de Raman y 
resonancia magnética nuclear (RMN), proporciona una visión detallada de la naturaleza de la 
coordinación, unión y estado de oxidación del hemo (Wilks, 2002). 
En cuanto a la espectroscopía de absorción UV/visible, aunque limitada, proporciona una 
información valiosa acerca del estado redox (del estado de oxidación), del estado de espín electrónico 
(es decir, de la configuración electrónica del hierro del hemo) y de la naturaleza del ligando proximal. Así, 
en un espectro de absorción en la región del visible de una hemoproteína, podemos encontrar varias 
bandas. La banda de absorción localizada en la región entre 390-430 nm, corresponde al Soret (o banda 
γ) y es la banda más intensa de estos sistemas. Se debe a una transición electrónica π-π*, y su posición 
es sensible tanto el estado de espín del hierro como a la naturaleza de los ligandos axiales coordinados y 
al entorno del grupo hemo (Myer y Pande, 1978). En tabla 1 se recogen brevemente las características 
de absorción espectroscópicas que se pueden observar en un espectro de absorción en la región del 
visible de una hemoproteína (tabla adaptada de (Myer y Pande, 1978)):  
 
Tabla 1. Características de absorción espectroscópicas de hemoproteínas. 
Banda Posición (nm) Asignación Propiedades 
δ (N) 300-380 Porfirina π-π* 
ϵ ≈ 103-104 
polarización x,y  
Soret (B o γ) 390-430 Porfirina π-π* 
ϵ ≈ 104-105 
polarización x,y 
α y β 510-580 
Transferencia de carga metal → 
ligando 
ϵ ≈ 102-103 
Fe2+ 
polarización x,y 
CT1 600-655 
Transferencia de carga ligando → 
metal 
ϵ ≈ 102 
características del Fe3+ en 
estado de alto espín 
 
El dicroísmo circular magnético es una técnica de diferencia que dará lugar a componentes positivas 
y negativas de modo que la información obtenida de su espectro es más completa que la del espectro de 
absorción UV/visible. El espectro obtenido es una huella dactilar de la proteína útil para determinar los 
ligandos coordinados, el estado de oxidación y el estado de espín electrónico de la hemoproteína 
(Vickery, 1978). 
La asignación del ligando proximal en una hemoproteína de estructura desconocida mediante 
dicroísmo circular, así como mediante espectroscopía UV/visible, EPR y resonancia de Raman, es 
dependiente de la comparación con otra hemoproteína cuyo ligando proximal se conozca como en el 
caso de la mioglobina (histidina), la catalasa (tirosina) y el citocromos P450 (cisteína). 
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El objetivo inicial que nos llevó a entrar a caracterizar el dominio de unión a ligando (LBD) de E75 de 
Drosophila melanogaster y Oncopeltus fasciatus fue llevar a cabo estudios de cristalografía de proteínas 
en el laboratorio del Dr. Ortiz de Montellano en la Universidad de California durante una estancia corta. 
Por ello, una vez obtenidos los cDNAs procedimos a clonar estas dos proteínas en el vector pCWori, 
expresarlas en bacterias y purificar las proteínas recombinantes. A pesar de que hasta la fecha no hemos 
sido capaces de obtener cristales de proteína que difracten, la caracterización espectroscópica inicial del 
LBD de E75 de D.melanogaster y O. fasciatus claramente nos llevó a pensar que había diferencias 
esenciales que merecían la pena ser exploradas. Por ello, pronto pasamos también a caracterizar sus 
ortólogos en otros dos insectos, Bombyx mori y Blattella germanica, con el fin de ver cómo se 
comportaban en cuanto a sus propiedades espectroscópicas y reactividad con gases se refiere. 
En eucariotas, el único sensor de •NO caracterizado en profundidad hasta la fecha ha sido la 
guanilato ciclasa soluble, una hemoproteína que sintetiza cGMP. Lógicamente, el hecho de que se 
descubriera recientemente que en insectos E75 es una proteína que funciona como un receptor nuclear 
para el •NO nos llevó a mostrar interés por esta familia de proteínas. Además, el hecho de que 
experimentos recientes hayan demostrado que los ortólogos humanos de E75 denominados Rev-erbα y 
Rev-erbβ funcionen como sensores de hemo y de gases diatómicos, demuestra la importancia funcional 
de esta familia de proteínas. 
 
Los objetivos que nos planteamos en esta parte fueron: 
- Intentar obtener cristales de proteína del domino de unión a ligando de E75 de D. melanogaster, O. 
fasciatus y B. mori que difracten, con el fin de determinar su estructura tridimensional. 
 
- Determinar las propiedades espectroscópicas y la reactividad frente a gases diatómicos del domino de 
unión a ligando de E75 de cuatro proteínas de insecto. 
 
- Caracterizar la unión covalente entre el grupo hemo y la cadena polipeptídica, encontrada en el LBD de 
O. fasciatus y B. germanica ausente en sus ortólogos de D. melanogaster y B. mori. 
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MATERIALES.  
1. Reactivos de uso general. 
Los tampones, oligonucleótidos y reactivos comunes de laboratorio se obtuvieron de Sigma-Aldrich salvo 
excepciones señaladas. La polimerasa Pfu, la T4 DNA ligasa, las enzimas de restricción y los marcadores de masa 
molecular se obtuvieron de Fermentas. La resina Ni-NTA agarosa, de Qiagen y la columna PD-10 de Amersham 
Biosciences. Para concentrar las proteínas se emplearon los filtros para centrífuga Amicon® Ultra 15 de Millipore. 
Los gases CO y •NO, de Airgas. La porfirina no natural Fe(III) mesopofirina IX (mesohemo) se obtuvo de Livchem 
(Mannheim, Germany).  
 
2. Líneas celulares: bacterias. 
DH5αF´: F´endA1 hsdR17 (r-k,m+k) supE441- thi-1 recA1 gyrA (NaIr) relA1 ∆ (lacIZYA-argF) U169 deoR [Φ80 
dlac ∆ (lacZ) M15]. Cepa de E. coli utilizada para la clonación de los distintos cDNAs. 
BL21(DE3): F´-ompT[lon]hsdSB(r-b,m-b )gal[dcm]con DE3, profago 1 que contiene el gen de la RNA polimerasa 
del fago T7. Cepa de E. coli deficiente en las proteasas lon y ompT. Se empleó para la expresión de las proteínas 
recombinantes. 
RP523: cepa de E. coli deficiente en la biosíntesis de hemo y permeable a porfirinas. Se obtuvo de la 
colección de cepas de E. coli de “The Coli Genetic Stock Center” de la Universidad de Yale (New Haven, USA). La 
adición de análogos de porfirina al medio permite generar hemoproteínas que contienen porfirinas no naturales 
para su comparación con la proteína silvestre, lo que supone un buen método para determinar qué grupos del 
hemo están implicados en la unión covalente con las cadenas laterales de los aminoácidos de la proteína.  
 
3. Medios de cultivo para bacterias. 
LB: Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7.0 y agar 1.5% para medio sólido. Este medio se 
empleó para amplificar todos los plásmidos por miniprep, en células DH5α. Cuando se preparó LB-agar (medio 
sólido), se añadió el antibiótico ampicilina o kanamicina (concentración final 100 μg/ml). 
2XYT: Triptona 1.6%, extracto de levadura 1%, NaCl 0.5%, pH 7.0. Este medio se empleó para la expresión 
de proteínas recombinantes en células BL21. 
 
4. Plásmidos. 
Plásmido pCWori (pTACTAC). Es un regalo de R. Fletterick (Universidad de California, San Francisco). 
Utilizado para la expresión de las proteínas recombinantes en bacterias E. coli. El promotor tac duplicado permite 
la expresión continua y sostenida de proteína tras la inducción con IPTG. El gen que codifica para la proteína de 
interés que se desea expresar de forma recombinante, se liga en el sitio de multiclonación en la orientación 
correcta y con el correcto marco de lectura de modo que se añade una extensión de 6 histidinas en el extremo N-
terminal, lo que permite la posterior purificación de la proteína recombinante mediante una columna de afinidad Ni-
NTA agarosa. Este vector se replica de forma autónoma en E. coli y confiere resistencia a ampicilina.  
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MÉTODOS. 
 
1. Clonación de las distintas construcciones de los LBDs de E75 de los diferentes insectos en el vector de 
expresión recombinante en bacterias pCWori. 
Todas las construcciones fueron clonadas entre los sitios de restricción NdeI (en el extremo 5´) y XbaI (en el 
extremo 3´) del vector de expresión bacteriano pCWori, en el que se introdujo una secuencia de 6 histidinas en 
fase con el extremo N-terminal de la proteína recombinante tal y como se describió anteriormente (Rodriguez-
Crespo et al., 1999; Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). Las construcciones se comprobaron mediante 
secuenciación automática. 
 
1.1. Clonación de los LBDs de E75 de los diferentes insectos.  
El dominio de unión a ligando (LBD) de E75 de Drosophila melanogaster se obtuvo mediante PCR a partir de 
una preparación de cDNA de embriones de mosca empleando dos oligonucleótidos que amplificaran la secuencia 
publicada correspondiente al LBD. Se realizaron dos reacciones de PCR consecutivas. En una primera PCR se 
amplificó el LBD (aa 341-604) sin introducir ningún sitio de restricción, empleando el oligonucleótido directo (5´-
ACCCAGAATCGCGGCCAGCAGCGAGCC-3´) y el reverso (5´-GGGCGACTTGTTCTGCTGGCCATCGCTGTTG-
3´). A continuación se realizó una segunda PCR empleando como molde la banda amplificada en la primera PCR y 
los oligonucleótidos (5´-ACCCAGCATATGGGCCAGCAGCGAGCC-3´, diana NdeI subrayada) y (5´-, 
GGGCGACTTTCTAGACTAGCC ATCGCTGTTG-3´, diana XbaI subrayada).  
Del mismo modo, el DNA codificante para el LBD de E75B de O. fasciatus se amplificó mediante PCR 
empleando el cDNA completo extraído de embriones de Oncopeltus de distintas horas (18, 22, 26, 30 y 34 h), 
regalo del Dr. Deniz F. Erezyilmaz (Princeton University, USA) (Erezyilmaz et al., 2009). Primero se amplificó el 
LBD (aa 88-348) sin introducir ningún sitio de restricción, con los oligonucleótidos directo (5´-
GCAGAGCACCAACTCCAAGTGCCAGGAG-3´) y reverso (5´-CATTGAACCCCACATTTCGTGTTGCTG-3´). Luego 
se llevó a cabo una segunda PCR empleando como molde la banda amplificada en la primera PCR y los 
oligonucleótidos (5´-GCAGAGCACCAACCATATGTGCCAGGAG-3´, diana NdeI subrayada) y (5´-
CATTGAACTCTAGATTTCGTGT TGCTG-3´, diana XbaI subrayada).  
El DNA codificante para el LBD de E75A de Bombyx mori (aa 142-397) se amplificó mediante PCR 
empleando como molde el cDNA completo de E75A de Bombyx mori cedido por el Dr. Kostas Iatrou (Atenas, 
Grecia) (Swevers et al., 2002b) y los oligonucleótidos directo (5´-TCTCGTGCACATATGCAAGCAGCTGCCGC-3´, 
diana NdeI subrayada) y reverso (5´-GGAATCTGTCTAGAAAACTCCTTCTTCTTC-3´, diana XbaI subrayada). 
El DNA codificante para el LBD de E75A de Blattella germanica (aa 148-402) se amplificó mediante PCR 
empleando como molde el cDNA completo que nos proporcionó el Dr. David Martin Casacuberta (Barcelona, 
España) (Mane-Padros et al., 2008) y los oligonucleótidos directo (5´-CAGAGCTCGAACCATATGTCTCAGGAG-3´, 
diana NdeI subrayada) y reverso (5´-GCTGTTTCTAGAGTTATAACTGTTG-3´, diana XbaI subrayada). 
 
1.2. Clonación de los mutantes puntuales del LBD de E75B de O. fasciatus: mutagénesis dirigida.  
La mutagénesis dirigida se realizó mediante el método “quick-change mutagenesis”. El aminoácido Glu158 de 
Oncopeltus se sustituyó por lisina: para ello se emplearon los oligonucleótidos directo (5´-ACAGGCCAACAA 
AAGCTTCTTCAGGAC-3´) y reverso (5´-GTCCTGAAGAAGCTTTTGTTGGCCTGT-3´). Se introdujo una diana 
HindIII para el análisis de las colonias obtenidas. 
El aminoácido Gln156 se reemplazó por arginina para lo que se diseñaron los oligonucleótidos directo (5´-
CAACCACTGACCGGCCGACAAGAACTT-3´) y reverso (5´-AAGTTCTTGTCGGCCGGTCAGTGGTTG-3´). Se 
introdujo un sitio de restricción EagI para el análisis de las colonias obtenidas. 
La Met245 se sustituyó por treonina mediante los oligonucleótidos directo (5´-GATTTCTCATGGAC 
AGTACTTTTGACTTTGCTGAG-3´) y reverso (5´-CTCAGCAAAGTCAAAAGTACTGTCCATGAGAAATC-3´). Se 
introdujo la diana ScaI para el posterior análisis de las colonias obtenidas. 
 
1.3. Construcción de las proteínas quimera del LBD de E75 de Drosophila melanogaster-Oncopeltus 
fasciatus (Dros-Onc y Onc-Dros).  
Tras realizar el alineamiento de las secuencias de aminoácidos del LBD de D. melanogaster y O. fasciatus 
con el programa Clustal (Figura 6), seleccionamos una secuencia corta -TLLKAG- situada aproximadamente en 
medio de la hélice α 5 del LBD que era idéntica en ambas proteínas. Se introdujo un sitio de restricción silencioso 
AflII en esta posición mediante mutagénesis puntual dirigida tanto en el cDNA de Drosophila como en el de 
Oncopeltus. La Quimera Dros-Onc está constituida por la combinación del fragmento N-terminal del LBD de E75 
de Drosophila (aa 341-446) y el fragmento C-terminal del LBD de E75 de Oncopeltus (aa 194-348). La Quimera 
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Onc-Dros está constituida por la fusión del fragmento N-terminal del LBD de E75 de Oncopeltus (aa 88-199) y el 
fragmento C-terminal del LBD de E75 Drosophila (aa 440-604). 
  
Figura 6: Alineamiento de las secuencias de los dominios de unión a ligando (LBDs) de E75 de Drosophila 
melanogaster, Bombyx mori, Oncopeltus fasciatus y Blattella germanica y del LBD de su ortólogo en 
humanos Rev-erbβ. Mediante rectángulos azules y flechas amarillas se muestran, respectivamente, la predicción 
de las hélices α y cadenas β. La posición de los residuos de Cys e His conservados que se coordinan con el grupo 
hemo se han marcado en rojo. Esta predicción se basa en la estructura cristalina obtenida para el fragmento 
tríptico del LBD Rev-erbβ humano con hemo unido, que comprende de las hélices α 3 a 11 (Pardee et al., 2009). 
La estructura cristalina de este mismo fragmento sin hemo unido adopta un plegamiento tridimensional similar 
(Woo et al., 2007). El LBD de Rev-erbβ (así como el de Rev-erbα) carece de la hélice α C-terminal (hélice 12) que 
es necesaria para el reconocimiento del coactivador (Renaud et al., 2000), si bien esta hélice sí está presente en 
los LBDs de E75 de insectos. La predicción de la posición de las hélices 1, 2 y 12, se ha inferido tras la 
comparación con la estructura atómica del LBD de otros receptores nucleares cristalizados (Stehlin et al., 2001). El 
asterisco rojo (*) en la hélice α 7 señala la Met245 de O. fasciatus, implicada probablemente en la unión covalente 
del grupo hemo. Para la comparación de las secuencias se ha empleado el programa Clustal (Goujon et al., 2010). 
 
 
 
 
Drosophila E75  QRALATELDDQPRLLAAVLRAHLETCEFTKEK----VSAMRQRARDCPSY-SMPTLLACP 
Bombyx E75      EQAAAAELDDAPRLLARVVRAHLDTCEFTRDR----VASMRARARDCPTY-SQPT-LACP 
Oncopeltus E75  EKAVAAELEDDGRLLKTVVRAHLDTCDFTRDK----VAPMILRARECPSFTASPPTLACP 
Blattella E75   EKAVAAELEDEQRLLSTVVRAHLDTCDFTREK----VEPMLARARDQPSYTACPPTLACP 
Rev-erb beta    SSPPSSDFAK-EEVIGMVTRAHKDTFMYNQEQQENSAESMQIANGHCMNFSNAYTQLVCP 
                . . :::: .  .::  * *** :*  :.:::    . .*     .  .:    . *.** 
     
 
 
Drosophila E75  LNPAP--ELQSEQ-----EFSQRFAHVIRGVIDFAGMIPGFQLLTQDDKFTLLKAGLFDA 
Bombyx E75      LNPAP--ELQSEK-----EFSQRFAHVIRGVIDFAGLIPGFQLLTQDDKFTLLKSGLFDA 
Oncopeltus E75  LNPNP--QPLTGQQELLQDFSKRFSPAIRGVVEFAKRIPGFSLLSQEDQVTLLKAGVFEV 
Blattella E75   LNPNP--QPLTGQQELLQDFSKRFSPAIRGVVEFAKRIPGFALLPQDDQVTLLKAGVFEV 
Rev-erb beta    MSKSPYVDPHKSGHEIWEEFSMSFTPAVKEVVEFAKRIPGFRDLSQHDQVNLLKAGTFEV 
                :.  *  :  .       :**  *: .:: *::**  ****  *.*.*:..***:* *:. 
          
 
 
Drosophila E75  LFVRLICMFDSSINSIICLNGQVMRRDAIQNGANARFLVDSTFNFAERMNSMNLTDAEIG 
Bombyx E75      LFVRLICMFDAPLNSIICLNGQLMKRDSIQSGANARFLVDSTFKFAERMNSMNLTDAEIG 
Oncopeltus E75  LLVRLACMFDTQNNSMICLNGQVLKRDSIHSGSNARFLMDSMFDFAERLNSLKLTDPEIG 
Blattella E75   LLVRLACMFDAQTNSMICLNGQVLKREAIHNSSNARFLMDSMFDFAERLNSLRLSDAEVG 
Rev-erb beta    LMVRFASLFDAKERTVTFLSGKKYSVDDLHS-MGAGDLLNSMFEFSEKLNALQLSDEEMS 
                *:**: .:**:  .::  *.*:    : ::.  .*  *::* *.*:*::*::.*:* *:. 
         
 
 
Drosophila E75  LFCAIVLITPDRPGLRNLELIEKMYSRLKGCLQYIVAQNRPDQPEFLAKLLETMPDLRTL 
Bombyx E75      LFCAIVLITPDRPGLRNIELVERMHSRLKACLQTVIAQNRPERPGFLRELMDTLPDLRTL 
Oncopeltus E75  LFSSIVVIAPDRPGLRNTDLIEKMQNKLRAGLHMMIAQNHPSQPGLAQELMKKIPDLRTL 
Blattella E75   LFCSVVVIAPDRPGLRNTELIERMQGKLKAALQMVVSQNHPGHANICHELMKKIPDLRTL 
Rev-erb beta    LFTAVVLVSADRSGIENVNSVEALQETLIRALRTLIMKNHPNEASIFTKLLLKLPDLRSL 
                ** ::*:::.**.*:.* : :* :   *   *: :: :*:* .. :  :*: .:****:* 
    
 
 
Drosophila E75  STLHTEKLVVFR-TEHKELLRQQ----MWSMEDGNNS 
Bombyx E75      STLHTEKLVVFR-TEHKELLRQQ----MWNEEEGVSW 
Oncopeltus E75  NTLHSEKLLAFKMTEQHQLAEQQHE--MWGSMVGEDE 
Blattella E75   NTLHSEKLLAFKMTEQQQLQQQQQQQHLWGTSPEEES 
Rev-erb beta    NNMHSEELLAFKVHP 
                ..:*:*:*:.*:    
 
 
*
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2. Expresión en E. coli y purificación de los LBDs de E75 de los distintos insectos. 
Para llevar a cabo la expresión recombinante de las proteínas, se transformaron las células competentes 
BL21(DE3) de E. coli con los distintos vectores. Las secuencias exactas de las proteínas recombinantes que se 
obtuvieron se muestran en la Figura 7. Las células se crecieron en medio 2XYT en ausencia de hemina, hasta una 
DO600 de ~1 antes de inducir mediante la adición de IPTG 1 mM durante 18 h a 25°C. Tras centrifugar, las 
bacterias se resuspendieron en Tris-HCl 100 mM (pH 7.0), en presencia de lisozima y de los inhibidores de 
proteasas leupeptina 10 g/ml, aprotinina 10 g/ml y PMSF 2 M y se lisaron mediante sonicación. Las distintas 
proteínas se purificaron en dos etapas. Primero mediante una cromatografía de afinidad en columna de Ni-NTA. La 
columna se lavó exhaustivamente con 200 ml de tampón Tris-HCl 100 mM (pH 7.0), NaCl 500 mM, seguido de un 
lavado con 100 ml de tampón Tris-HCl 100 mM (pH 7.0), NaCl 250 mM, imidazol 30 mM y por último un tercer 
lavado con 100 ml de tampón Tris-HCl 100 mM (pH 7.0), NaCl 250 mM, imidazol 45 mM. Para eluir se empleó un 
tampón Tris-HCl 25 mM (pH 7.0) con imidazol 200 mM. Las fracciones con color recogidas se juntaron y dializaron 
en Tris-HCl 25 mM (pH 7.0), NaCl 100 mM. A continuación, se llevó a cabo una segunda etapa de purificación con 
un sistema de FPLC (Pharmacia Biotech), mediante una cromatografía de exclusión molecular aplicando las 
distintas proteínas dializadas en una columna preparativa Superdex 75 (GE Healthcare) equilibrada previamente 
en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7.0), NaCl 100 mM. Las fracciones con color se aplicaron en un PAGE-SDS al 15% 
lo que permitió la selección de las fracciones que contenían E75 pura. Las fracciones más puras se juntaron, se 
concentraron empleando los filtros para centrífuga Amicon® Ultra 15 (Millipore) de tamaño de poro de 10 kDa. Las 
alícuotas obtenidas se congelaron en nitrógeno líquido y se guardaron a -20ºC. 
 
3. Expresión recombinante y purificación del LBD de E75 de O. fasciatus en la cepa RP523 deficiente en la 
síntesis de hemo. 
La expresión recombinante en la cepa RP523 sólo puede realizarse con plásmidos que utilizan promotores 
endógenos de E. coli, porque esta cepa no tiene el lisógeno del fago λ DE3 que expresa el gen de la RNA 
polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUV5, cuando se induce con IPTG. El plásmido pCWori es 
adecuado para una expresión robusta de proteína porque está bajo el control del promotor Taq. En primer lugar se 
generaron bacterias RP523 competentes siguiendo un protocolo estándar de preparación de células E. coli 
competentes mediante el método de cloruro de calcio, con la diferencia de que los cultivos se crecieron en 
presencia de hemina a 30 μg/ml (se preparó un stock 200X en DMSO) cubiertos con papel de aluminio ya que las 
porfirinas son fotodegradables. Las bacterias se transformaron con el plásmido de expresión del LBD de E75B de 
Oncopeltus fasciatus y se sembraron en placas de LB-ampicilina con hemina (30 μg/ml) y se incubaron cubiertas 
con papel de aluminio a 37ºC toda la noche. La expresión se llevó a cabo en condiciones aeróbicas. Se picó una 
colonia individual de la placa de hemina en 20 ml de LB-ampicilina (sin añadir hemina) y se incubó a 37ºC, 250 rpm 
durante toda la noche. El precultivo se diluyó en 250 ml medio de expresión 2XYT-ampicilina. En el momento de 
inducir la expresión con IPTG 1 mM, se adicionó la porfirina de interés a concentración final de 30 μg/ml (a partir 
del stock 200X en DMSO) siguiendo así el protocolo descrito (Woodward et al., 2007) y la expresión se realizó 
durante 18 h a 25°C. Como control positivo, se llevó a cabo la sustitución con Fe(III) protoporfirina IX (hemina) 
para verificar que el sistema funcionaba bien y era posible reconstituir la hemoproteína y que conservara sus 
características. Asimismo, se llevó a cabo la sustitución con el análogo Fe(III) mesoporfirina IX (mesohemo). La 
expresión se llevó a cabo a 25°C durante toda la noche y la purificación se realizó siguiendo el protocolo descrito 
para las proteínas silvestres. 
 
4. Reducción del hierro del grupo hemo y unión de los gases CO y •NO. 
Para llevar a cabo la caracterización espectroscópica de cada una de los LBDs purificados en su estado 
oxidado Fe(III) y reducido Fe(II), así como los aductos de la proteína reducida en presencia de CO y •NO, las 
muestras (3-5 μM, Vfinal 700 μl) fueron preparadas en condiciones anaeróbicas en el interior de una cámara 
anaerobia, bajo una atmósfera de nitrógeno. Las muestras de proteína se prepararon en tampón de anaerobiosis 
Tris 25 mM (pH 7.0), NaCl 100 mM. Este tampón se calentó a ebullición y se eliminó el oxígeno inyectando argón 
durante 30 minutos. El día previo a su uso se introdujo en la cámara anaerobia y se dejó destapado y agitando 
para conseguir su equilibrio con la atmósfera de la cámara. El volumen necesario de proteína se dispuso en un vial 
y antes de introducirlo en la cámara anaerobia se purgó el oxígeno de las muestras mediante la inyección de argón 
a través del septum durante ~5 min. La muestra correspondiente al estado oxidado Fe(III) se preparó añadiendo 
tampón de anaerobiosis hasta un volumen final de 700 μl. La reducción del Fe(III) de las muestras de proteína se 
llevó a cabo mediante la adición de una solución stock de ditionito sódico preparada aneróbicamente a 
concentración final 1 mM. Para quitar el exceso de ditionito de la muestra reducida ya que el ditionito sódico 
destruye el •NO, y siempre trabajando en el interior de la cámara, se hizo pasar la muestra por una columna PD-10 
previamente tratada con 1 ml de ditionito sódico 1 mM seguido de 50 ml de tampón de anaerobiosis. Se midió el 
  
                          Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO                     Materiales y Métodos      Página 161 
volumen eluido y se ajustó para que la concentración final en 700 μl fuera la deseada (3-5 μM). Las muestras de 
proteína reducidas se dispusieron en una cubeta anaeróbica cerrada con un tapón de rosca con un septum de 
silicona y se sacaron de la cámara anaerobia. Los aductos con CO o •NO fueron preparados mediante la inyección 
de CO(g) o •NO(g) con una jeringa hermética para gases (jeringa Hamilton GASTIGHT®) a través del septum que 
sellaba la cubeta, seguido de una agitación suave de la muestra. En general, se inyectaron 100-200 μl de gas CO 
o •NO para obtener la completa conversión al aducto deseado. Los espectros de absorción fueron registrados a 
temperatura ambiente en un espectrofotómetro Cary 50 Bio UV-visible (Varian) hasta que no se observaron más 
cambios.  
 
5. Formación de un hemocromo con piridina. 
Este método permite la medida de la concentración de hemo, pero también permite determinar si el grupo 
prostético de la proteína es hemo a, hemo b o hemo c. En medio básico, los aminoácidos de la proteína 
coordinados a través de un átomo de nitrógeno con el hemo son reemplazados por piridina. Se preparó una 
solución stock de piridina al 34% (v) en agua que contenía NaOH 400 mM. A continuación, de 10 a 50 μl de 
proteína concentrada se mezclaron con la solución de piridina hasta un volumen final de 500 μl, se depositaron en 
una cubeta de 0.5 ml y se registró el espectro en estado oxidado entre 500 y 600 nm (línea base). Se añadieron 
unos granitos de ditionito sódico sólido (2-5 mg) y la muestra se mezcló por inversión de la cubeta sellada con 
parafilm; así, se registraron sucesivos espectros de los piridina-hemocromos reducidos en un espectrofotómetro 
Beckman DU 640, a intervalos de 1 min hasta que no se observaron más cambios. El hemocromo resultante es 
cuantificado mediante el espectro de diferencia que se obtiene al restarle al espectro del compuesto reducido el del 
compuesto oxidado (línea base) (Berry y Trumpower, 1987). 
 
6. Análisis mediante HPLC de la unión covalente del grupo hemo a los LBDs. 
Para estudiar si el hemo estaba o no unido covalentemente en cada uno de los LBDs, se aplicó cada una de 
las proteínas purificadas en un sistema de HPLC bajo condiciones ácidas que favorecen la disociación del grupo 
hemo siempre y cuando no esté unido covalentemente (DePillis et al., 1997). Para el análisis de las distintas 
proteínas se inyectaron 100 μg de cada una en una columna de fase reversa Beckman Coulter Ultrasphere C18 de 
250 x 4.6 mm empleando un aparato de HPLC Beckman Coulter. La elución se llevó a cabo con un gradiente lineal 
de acetonitrilo en agua (con ácido trifluoroacético al 0.1%) del 25-80% durante 60 min (flujo 1 ml/min) y se registró 
la absorbancia a 214 y 400 nm, longitudes de onda a la que absorben respectivamente el enlace peptídico y el 
grupo hemo. Como control del tiempo de elución del hemo libre, se preparó una solución stock de Fe(III) 
protoporfirina IX (hemina) para lo que se disolvieron 3 mg en 100 μl de NaOH 0.1 M, seguido de la adición de 900 
μl de agua y posterior filtrado con un filtro de 0.22 μm de tamaño de poro. 10 μl de esta solución de hemina se 
diluyeron en 140 μl de agua (con ácido trifluoroacético al 0.1%) para su aplicación en la columna de HPLC. Del 
mismo modo se preparó y aplicó una muestra de Fe(III) mesoporifirna IX. 
 
7. Dicroísmo circular. 
Los espectros de dicroísmo circular se registraron entre 250-700 nm a 25 ºC en un dicrógrafo Jasco J-715 
empleando una cubeta de paso óptico de 0.1 cm. El tampón empleado fue Tris 20 mM (pH 8.5). Se acumularon un 
mínimo de 5 espectros de cada muestra y en cada caso de restó la contribución del tampón. Antes de realizar la 
representación de los gráficos, los datos de elipticidad fueron convertidos a elipticidad molar por residuo. La 
concentración de proteína se determinó por análisis de aminoácidos. 
 
8. Aislamiento y caracterización de hemopéptidos. 
Para el análisis de los hemopéptidos, el LBD de E75B de O. fasciatus (30 μl de una disolución de proteína a 
4.5 mg/ml en Tris 20 mM (pH 8.5)) se digirió con tripsina (20 μg) en 220 μl de Tris 0.09 mM (pH 7.0), durante 3 h a 
37 °C. Tras esta digestión parcial, 50 μg de proteína digerida fueron centrifugados y posteriormente inyectados en 
una columna de fase reversa Beckman Coulter Ultrasphere C18 de 250 x 4.6 mm en un aparato de HPLC 
Beckman Coulter, empleando en este caso un gradiente lineal de acetonitrilo en agua (con ácido trifluoroacético al 
0.1%) del 30-60% durante 20 min (a 1 ml/min) midiendo la absorbancia a 214 y 400 nm. Se recogieron los 
hemopéptidos eluidos a diferentes tiempos (es decir, aquellos péptidos que absorbieran a 400 nm), se 
concentraron y analizaron mediante espectrometría de masas. El LBD de E75B de O. fasciatus (37.5 μl de una 
disolución de proteína a 4 mg/ml en Tris 50 mM (pH 7), NaCl 100 mM) fue digerido también con proteinasa K 
(18.75 μg) durante 20 min a 37 °C. Tras esta digestión parcial, se inyectaron 50 μg de proteína digerida y fueron 
cromatografiados y analizados como se ha descrito anteriormente.  
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Secuencia exacta del LBD del receptor nuclear E75 de Drosophila melanogaster recombinante: 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 
MHHHHHHNEN LYFQGHMGQQ RALATELDDQ PRLLAAVLRA HLETCEFTKE KVSAMRQRAR DCPSYSMPTL LACPLNPAPE LQSEQEFSQR FAHVIRGVID 
 
       110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
FAGMIPGFQL LTQDDKFTLL KAGLFDALFV RLICMFDSSI NSIICLNGQV MRRDAIQNGA NARFLVDSTF NFAERMNSMN LTDAEIGLFC AIVLITPDRP 
 
       210        220        230        240        250        260        270        280 
GLRNLELIEK MYSRLKGCLQ YIVAQNRPDQ PEFLAKLLET MPDLRTLSTL HTEKLVVFRT EHKELLRQQM WSMEDGNNSD G 
 
Secuencia exacta del LBD del receptor nuclear E75 de Oncopeltus fasciatus recombinante: 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 
MHHHHHHMCQ EKAVAAELED DGRLLKTVVR AHLDTCDFTR DKVAPMILRA RECPSFTASP PTLACPLNPN PQPLTGQQEL LQDFSKRFSP AIRGVVEFAK 
 
       110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
RIPGFSLLSQ EDQVTLLKAG VFEVLLVRLA CMFDTQNNSM ICLNGQVLKR DSIHSGSNAR FLMDSMFDFA ERLNSLKLTD PEIGLFSSIV VIAPDRPGLR 
 
        210        220        230        240       250        260        270   
NTDLIEKMQN KLRAGLHMMI AQNHPSQPGL AQELMKKIPD LRTLNTLHSE KLLAFKMTEQ HQLAEQQHEI  
 
Secuencia exacta del LBD del receptor nuclear E75 de Bombyx mori recombinante: 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 
MHHHHHHMQA AAAELDDAPR LLARVVRAHL DTCEFTRDRV ASMRARARDC PTYSQPTLAC PLNPAPELQS EKEFSQRFAH VIRGVIDFAG LIPGFQLLTQ 
 
       110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
DDKFTLLKSG LFDALFVRLI CMFDAPLNSI ICLNGQLMKR DSIQSGANAR FLVDSTFKFA ERMNSMNLTD AEIGLFCAIV LITPDRPGLR NIELVERMHS 
 
       210        220        230        240        250        260         
RLKACLQTVI AQNRPERPGF LRELMDTLPD LRTLSTLHTE KLVVFRTEHK ELLRQQMWNE EEGVF 
 
Secuencia exacta del LBD del receptor nuclear E75 de la quimera Dros-Onc recombinante: 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 
MHHHHHHMGQ QRALATELDD QPRLLAAVLR AHLETCEFTK EKVSAMRQRA RDCPSYSMPT LLACPLNPAP ELQSEQEFSQ RFAHVIRGVI DFAGMIPGFQ 
 
        110        120        130        140        150        160        170        180       190        200 
LLTQDDKFTL LKAGVFEVLL VRLACMFDTQ NNSMICLNGQ VLKRDSIHSG SNARFLMDSM FDFAERLNSL KLTDPEIGLF SSIVVIAPDR PGLRNTDLIE 
 
        210        220        230        240        250        260     
KMQNKLRAGL HMMIAQNHPS QPGLAQELMK KIPDLRTLNT LHSEKLLAFK MTEQHQLAEQ QHEI  
 
Secuencia exacta del LBD del receptor nuclear E75 de la quimera Onc-Dros E75 recombinante: 
        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100 
MHHHHHHMCQ EKAVAAELED DGRLLKTVVR AHLDTCDFTR DKVAPMILRA RECPSFTASP PTLACPLNPN PQPLTGQQEL LQDFSKRFSP AIRGVVEFAK 
 
       110        120        130        140        150        160        170        180        190        200 
RIPGFSLLSQ EDQVTLLKAG LFDALFVRLI CMFDSSINSI ICLNGQVMRR DAIQNGANAR FLVDSTFNFA ERMNSMNLTD AEIGLFCAIV LITPDRPGLR  
 
       210        220        230        240        250        260        270  
NLELIEKMYS RLKGCLQYIV AQNRPDQPEF LAKLLETMPD LRTLSTLHTE KLVVFRTEHK ELLRQQMWSM EDGNNSDG  
 
Figura 7: Secuencia de aminoácidos de los LBDs de E75 silvestres de Drosophila melanogaster, 
Oncopeltus fasciatus y Bombyx mori y de las proteínas quiméricas (Dros-Onc y Onc-Dros). Las proteínas 
expresadas tienen una extensión de 6 histidinas en su extremo N-terminal. El LBD de E75 de D. melanogaster 
tiene una secuencia de corte de la proteasa TEV (ENLYFQG) inmediatamente después de las 6 histidinas, que se 
introdujo con vistas a los intentos de cristalización. El aminoácido Glu158 dentro del bucle QELL que fue mutado 
en la proteína de O. fasciatus, aparece subrayado. También se muestran las secuencias de las quimeras Dros-Onc 
y Onc-Dros. Se ha subrayado la secuencia TLLKAG, compartida entre Drosophila y Oncopeltus, en la que se 
introdujo un sitio de restricción AflII (mutación silenciosa) para crear las quimeras. 
 
9. Análisis por espectrometría de masas. 
Se depositó 1 μl de muestra sobre la placa MALDI y se dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seca la 
gota, se añadieron 0.5 μl de matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (Sigma-Aldrich) preparada a 3 mg/ml en 
acetonitrilo al 50% y de nuevo se dejó secar a temperatura ambiente. Se llevó a cabo un análisis de los péptidos 
obtenidos tras la digestión con la proteasa correspondiente mediante espectrometría de masas tipo MALDI-TOF 
(espectros MS) en un espectrómetro de masas 4800 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems) 
en el centro de Genómica y Proteómica de la Universidad Complutense de Madrid. Los péptidos seleccionados se 
sometieron a fragmentación automática (espectros MS/MS) para obtener la secuencia de aminoácidos empleando 
el 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems). La secuenciación de novo a partir de los espectros obtenidos 
de la fragmentación de los péptidos se realizó con DeNovo tool software (Applied Biosystems) y las posibles 
secuencias fueron comprobadas y validadas manualmente.  
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10. Espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica (EPR). 
Esta es una técnica espectroscópica sensible a electrones desapareados. Los espectros de EPR en onda 
continua (CW, o en modo estacionario) se registraron a baja temperatura (10°K) en un espectrómetro EMX Bruker 
que permite llevar a cabo experimentos en banda X (frecuencia de microondas en torno a 9.80 GHz) equipado con 
un criostato Oxford Instruments ESR 900 que utiliza un flujo continuo de helio líquido como refrigerante. Las 
muestras, a las que se añadió glicerol al 20% (v/v) como crioprotector, se introdujeron en un tubo de cuarzo 
sintético Suprasil para EPR. Los tubos se sellaron a vacío y se congelaron en nitrógeno líquido hasta su análisis. 
Las señales registradas se analizaron con el programa WINEPR 2.11b de Bruker.  
 
11. Intentos de cristalización de las hemoproteínas recombinantes. 
Se trató de obtener cristales de los LBDs recombinantes de E75 de Drosophila melanogaster (aa 341-604), 
Oncopeltus fasciatus (aa 88-348) y Bombyx mori (aa 142-397) purificados, para resolver la estructura 
tridimensional mediante difracción de Rayos X. Los LBDs de E75 de los tres insectos, que contaban con una 
extensión de 6 histidinas en el extremo N-terminal, se expresaron y purificaron tal y como se ha descrito 
anteriormente mediante cromatografía de afinidad en una resina de Ni-NTA seguido de una cromatografía de 
exclusión molecular en una columna Superdex 75 equilibrada en tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7.0), NaCl 100 mM. 
Las fracciones con color se aplicaron en un PAGE-SDS al 15% para seleccionar aquellas fracciones más puras y 
centrales del pico de elución, las cuales se juntaron y concentraron empleando los filtros para centrífuga Amicon® 
Ultra 15 (Millipore) de tamaño de poro de 10 kDa, quedando a las siguiente concentración final: D. melanogaster 
6.6 μg/μl y Bombyx mori 4.4 μg/μl y Oncopeltus fasciatus 8.8 μg/μl.  
Para la obtención de cristales se empleó el método de la gota colgante (hanging drop). En una primera 
tentativa, se sembraron gotas de forma manual en placas de 24 pocillos, empleando los kits comerciales JBScreen 
Basic 1 (Cat.No. CS-121) basado en distintos tipos y porcentajes de diol y PEG, JBScreen Basic 2 (Cat.No. CS-
122) basado en distintos tipos y porcentajes de PEG y JBScreen Basic 3 (Cat.No. CS-123) basado en distintos 
tipos y porcentajes de polímeros, alcoholes y sales) de JENA BIOSCIENCE. Para ello, se dispusieron 0.5 ml de 
cada una de las soluciones precipitantes en el pocillo y se colocaron 2 μl de la solución de proteína en el centro de 
un cubre-objetos de vidrio sobre los que se añadieron otros 2 μl de la solución del precipitante contenido en su 
respectivo pocillo. El cubre-objetos que contenía la gota de mezcla se dio la vuelta y con él se tapó el pocillo 
correspondiente, empleando grasa de vacío para el sellado. Este sistema cerrado evoluciona por equilibrio de 
vapor, y como la mezcla de proteína y precipitante en la gota está menos concentrada que la solución de 
precipitante en el pocillo, el agua de ésta se evapora, uniéndose a la solución del pocillo. Como resultado de este 
proceso, la concentración de la proteína y del precipitante aumenta lentamente en la gota y si las condiciones son 
las adecuadas, se formarán cristales. Las placas se sembraron por duplicado para llevar a cabo los experimentos 
de cristalización a RT y a 4ºC. Mediante una lupa-microscopio, las gotas se fueron revisando periódicamente. En 
aquellas condiciones en las que se observó la formación de microcristales, se llevó a cabo un barrido en torno a la 
solución precipitante original. Para ello y en función de la composición de la solución comercial determinada, se 
preparó una batería de soluciones caseras que permitieran un barrido a diferentes pH o concentraciones de los 
componentes que resultaran más interesantes y determinantes para la formación de cristales, de modo que se 
obtuvieron 24 nuevas condiciones próximas a la original. Además, también se jugó con la relación Volumen de 
proteína: Volumen de precipitante, de modo que en todos los casos se dispusieron 2 gotas por pocillo a una 
relación 2 μl:2 μl, o bien 2 μl:1 μl ó 1 μl:2 μl, en función de que se considerara conveniente aumentar o disminuir la 
concentración de proteína. 
En aquellas condiciones en las que se observó la formación de pequeños cristales que pudieran ser de 
naturaleza proteica y no salina, se procedió a su “pesca” y congelación en N2 líquido, comprobando previamente 
que la solución en la que habían aparecido era crioprotectora. En los casos particulares en que la solución resultó 
no ser crioprotectora, se preparó la misma con porcentajes crecientes de glicerol, hasta dar con el menor 
porcentaje que hiciera que la solución sí fuera crioprotectora y se embebió el cristal en la misma antes de su 
congelación. Los posibles cristales de proteína se analizaron en el difractómetro.  
En una segunda tentativa, se llevó a cabo la siembra de gotas mediante un robot de cristalización en placas 
de 96 pocillos empleando en este caso el método de gota posada (“sitting drop”) y trabajando sólo con los LBDs de 
E75 de B. mori y de O. fasciatus. En este caso se dispusieron gotas y se emplearon los kit comerciales: JBScreen 
Classic 1 a 10 y Wizard I a III. De nuevo se intentó la cristalización tanto a temperatura ambiente como a 4ºC. 
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BLOQUE 1: Caracterización de los LBDs de E75 de diferentes insectos y 
descripción de la unión covalente del hemo en algunos de ellos. 
 
1. Caracterización mediante espectroscopía de absorción UV/visible de los LBDs de 
E75 de Drosophila melanogaster, Oncopeltus fasciatus y Bombyx mori purificados.  
Los LBDs de E75 de los tres insectos se clonaron en el sistema de expresión bacteriano pCWori, 
que introduce una extensión de 6 histidinas en el extremo N-terminal. Este plásmido es muy adecuado 
para la expresión recombinante de hemoproteínas ya que al estar bajo el control del promotor Taq, no se 
paraliza el metabolismo bacteriano, el cual es necesario para que se sintetice el hemo que requiere la 
proteína (Rodriguez-Crespo y Ortiz de Montellano, 1996). La purificación de los LBDs, se llevó a cabo en 
dos etapas: primero mediante cromatografía de afinidad en una resina de Ni-NTA seguido de una 
cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 75. Los LBDs de E75 de los tres 
insectos fueron solubles y se purificaron a homogeneidad como hemoproteínas sin necesidad de 
suplementar hemina a los cultivos (Figura 8).  
  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Expresión recombinante y purificación de los LBDs de E75 de D. melanogaster, O. fasciatus y B. 
mori. (A) Se muestran las fracciones coloreadas obtenidas tras la purificación mediante una resina de afinidad Ni-
NTA y una de exclusión molecular de cada una de las proteínas. (B) Gel PAGE-SDS teñido con azul de Coomassie 
de las proteínas purificadas, en el que se puede comprobar su elevado grado de pureza. 
 
Se procedió a su caracterización mediante un espectro de absorción en la región del visible ya que 
los barridos espectrales en esta región proporcionan una información muy valiosa acerca del estado 
redox (del estado de oxidación) y del estado de espín electrónico (es decir, de la configuración 
electrónica del hemo). La banda correspondiente al Soret se debe a una transición electrónica que es 
sensible tanto el estado de espín del metal como de la naturaleza de los ligandos axiales coordinados y 
el entorno del grupo hemo. Los LBDs purificados de D. melanogaster y B. mori presentan un color rojo 
intenso y un Soret cuyo máximo está centrado a 424 nm y bandas α/β a 574/543 nm; sin embargo, el 
LBD de O. fasciatus es de color marrón y su espectro muestra el Soret desplazado a 415 nm, una banda 
α casi inexistente y una banda β centrada a 532 nm (Figura 9A). Los espectros de absorción de los LBDs 
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de los receptores nucleares de D. melanogaster y B. mori indican que su hemo está en estado oxidado y 
que su Fe(III) está en configuración de bajo espín hexacoordinado siendo los ligandos axiales una 
histidina y una cisteína (tiolato), en concordancia con estudios previos realizados con la isoforma de D. 
melanogaster (de Rosny et al., 2006; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005). Sin embargo, el espectro 
de absorción correspondiente al LBD de O. fasciatus es similar al de la mioglobina, cuyo hemo contiene 
el Fe(III) en configuración de alto espín hexacoordinado (Gonzalez et al., 2002), siendo los ligandos 
axiales una histidina y probablemente una mólecula de agua (Figura 9A). Además, el espectro de la 
proteína de O. fasciatus presenta una clara banda CT1 a 655 nm que indica que el Fe(III) está en 
configuración de alto espín (de Rosny et al., 2006; Neri et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Caracterización espectroscópica de los LBDs de E75 en estado férrico D. melanogaster, O. 
fasciatus y B. mori. (A) Espectros de absorción UV/visible de los LBDs de E75 de D. melanogaster, O. fasciatus y 
B. mori en estado férrico entre 250-700 nm. Los espectros han sido desplazados verticalmente y las bandas α/β 
(500-700 nm) magnificadas. (B) Dicroísmo circular en las regiones del UV cercano y del visible de los LBDs de E75 
de los tres insectos. 
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A continuación se compararon los espectros de absorción de las tres hemoproteínas con sus 
espectros de dicroísmo circular a idénticas longitudes de onda (Figura 9B). Los espectros de dicroísmo 
circular en la región en que absorbe el hemo son tan variados como los sistemas en sí mismos, siendo 
este espectro una huella dactilar de la proteína. El espectro de dicroísmo circular de hemoproteínas por 
encima de 300 nm es producto del grupo hemo, pese a que el grupo en sí mismo es ópticamente 
inactivo. Sin embargo cuando el hemo se encuentra en el entorno de la proteína, es un cromóforo 
ópticamente activo. La banda δ (transiciones porfirina π-π*) que se observa a 360 nm en los espectros de 
absorción de los LBDs de D. melanogaster y B. mori, resulta también en una banda positiva en el 
espectro de dicroísmo circular, mientras que esta banda es casi inapreciable en los espectros de O. 
fasciatus. La banda γ (Soret) que se observa a 424 nm en los espectros de absorción de los LBDs de D. 
melanogaster y B. mori y a 415 nm en el espectro O. fasciatus, da lugar en todas ellas a una banda 
positiva en el espectro de dicroísmo circular, aunque las dos primeras proteínas también muestran una 
clara banda negativa a 440 nm en el espectro de dicroísmo ausente en el espectro de O. fasciatus. Las 
bandas α/β de los LBDs de D. melanogaster y B. mori también dan lugar a una señal positiva en sus 
respectivos espectros de dicroísmo circular si bien el espectro de DC de O. fasciatus no presenta una 
señal clara proveniente de su banda β. Es interesante resaltar que la banda CT1 a 655 nm del espectro 
de absorción de O. fasciatus mencionada anteriormente se refleja también como una banda negativa en 
su espectro de dicroísmo circular. 
 
2. Caracterización mediante espectroscopía de absorción UV/visible de los 
complejos Fe(II)CO y Fe(II)NO de los LBDs de E75 de los tres insectos.  
Los espectros de absorción registrados tras la reducción del hierro del hemo del LBD de E75 de D. 
melanogaster con ditionito sódico (forma reducida de la hemoproteína) en condiciones anaeróbicas, 
muestran un desplazamiento del pico de Soret a 425 nm y de las bandas α/β a 559 y 530 nm (Figura 
10A, línea continua). Este sutil desplazamiento hacia el rojo del pico correspondiente al Soret tras la 
reducción del hierro se acompaña de un afilamiento de las bandas α/β. 
El monóxido de carbono puede unirse al hierro ferroso del hemo del LBD, formándose un complejo 
Fe(II)CO que en el caso de D. melanogaster da lugar a un espectro que presenta el Soret con un máximo 
centrado a 420 nm y bandas α/β a 569 y 539 nm (Figura 10A, línea punteada), consistente con el que 
presentan hemoproteínas cuyo grupo hemo está hexacoordinado siendo el ligando axial la cadena lateral 
de una histidina (o bien otro donador neutro). La formación del complejo con •NO (Figura 10A, trazo 
discontinuo) en el LBD de E75 de D. melanogaster da lugar a la aparición de un pico ancho a 385 nm, 
similar al que presentan proteínas con el grupo hemo pentacoordinado (NO-hemo). Este desplazamiento 
hacia el azul del Soret junto con el ensanchamiento de las bandas α/β, es similar al de los complejos 
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pentacoordinados Fe(II)NO observados en RrCooA o en la guanilato ciclasa soluble (Reynolds et al., 
2000; Stone et al., 1995).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Caracterización espectroscópica anaeróbica de los LBDs de E75 de los tres insectos en estado 
ferroso en presencia de •NO y CO. Los LBDs de E75 de D. melanogaster (A), O. fasciatus (B) y B.mori (C) 
purificados en estado férrico fueron reducidos con ditionito sódico y se formaron los complejos con •NO y CO en 
condiciones anaeróbicas. El espectro correspondiente al estado ferroso está dibujado con línea continua, el 
complejo Fe(II)CO con línea punteada y el complejo Fe(II)NO con trazo discontinuo. Los espectros han sido 
desplazados verticalmente y las bandas α/β (500-700) nm. 
 
En cambio, la reducción del hierro del hemo del LBD de E75 de O. fasciatus con ditionito sódico, da 
lugar a un desplazamiento hacia el rojo del Soret a 425 nm acompañado de un marcado afilamiento del 
pico así como de unas bandas α/β a 557 y 530 nm mucho mejor definidas (Figura 10B, línea continua).  
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De forma análoga a la que presenta su ortólogo de D. melanogaster, el complejo con CO del LBD de 
O. fasciatus (Figura 10B, línea punteada) muestra un afilado Soret a 420 nm, aunque las bandas α/β 
tienen una intensidad similar y están ligeramente desplazadas hacia el rojo a 566 y 533 nm. Por el 
contrario, el pico que se ve en el espectro correspondiente al complejo Fe(II)NO del LBD de E75 de O. 
fasciatus (Figura 10B, trazo discontinuo) está significativamente desplazado hacia el rojo comparado con 
el que se observa en el espectro de D. melanogaster, presentando el Soret a 416 nm y unas bandas α/β 
casi inexistentes. Este espectro recuerda a los de los complejos con •NO observados en hemoproteínas 
como la mioglobina (Decatur et al., 1996), neuroglobina (Herold et al., 2004) o ChCooA (Reynolds et al., 
2000), en las que el hemo está hexacoordinado, siendo los ligandos del hierro el •NO y la cadena lateral 
de una histidina. Es interesante resaltar el hecho de que, si bien el espectro del complejo Fe(II)NO del 
LBD de E75 de O. fasciatus es claramente diferente del observado para la isoforma de D. melanogaster, 
es análogo al de su ortólogo en mamíferos Rev-erbβ (Marvin et al., 2009; Pardee et al., 2009). 
 Finalmente, el espectro de absorción del LBD de E75 de B. mori en el estado ferroso muestra el 
Soret a 425 nm y bandas α/β muy bien definidas a 559 y 530 nm (Figura 10C, línea continua). Los 
espectros de los complejos Fe(II)CO (Figura 10C, línea punteada) y Fe(II)NO (Figura 10C, trazo 
discontinuo) del LBD de E75 de B. mori son muy similares a los de D. melanogaster, presentando el 
Soret el máximo a 421 y a 385 nm respectivamente, aunque de nuevo claramente distintos a los del LBD 
de E75 de O. fasciatus. 
 
3. Espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica de los LBDs. 
Los LBDs de E75 de los tres insectos en su estado férrico fueron analizados mediante EPR con el 
objetivo de caracterizar y asignar los ligandos axiales del hierro del hemo (Figura 11). Esta técnica 
permite estudiar especies químicas que tengan uno o más electrones desapareados (muestras 
paramagnéticas) y proporciona más información que la espectroscopía de absorción UV/visible acerca de 
la simetría del hemo, la identificación de los ligandos axiales y la comprensión de la estructura electrónica 
del hierro del hemo. La mayor sensibilidad del EPR a cambios en la simetría del hemo comparada con 
otros métodos espectroscópicos demuestra que es una herramienta útil para precisar la perturbación 
estructural provocada por diferentes ligandos axiales (Palmer, 1979). 
El espectro de EPR correspondiente al LBD de E75 de D. melanogaster refleja heterogeneidad en la 
coordinación del hierro, en concordancia con datos obtenidos previamente (de Rosny et al., 2006; Marvin 
et al., 2009) y contiene al menos dos conjuntos de señales rómbicas bien resueltas dentro de un estrecho 
intervalo de valores g, asociadas con valores g correspondientes al hierro férrico en configuración de bajo 
espín. No se detectan señales de EPR correspondientes a configuración de alto espín. Los valores g 
obtenidos están dentro del intervalo encontrado para hemoproteínas que tienen que tienen por ligando 
axial una cisteína (tiolato-hemoproteínas), en las que el ligando cisteína determina las propiedades de 
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EPR del hierro del hemo. Si comparamos los valores g obtenidos con datos publicados anteriormente 
podemos concluir que una componente (valores gz, gy y gx de 2.54, 2.26, 1.87) corresponde a un ligando 
del hierro donador de N- como histidina y la otra componente (2.33, 2.26, 2.04), es compatible con 
donadores de O- o S-. Los espectros de EPR de los LBDs de E75 de B. mori y D. melanogaster son muy 
similares, si bien el primero contiene una tercera componente con los siguientes valores g: E1 (2.54, 
2.26, 1.87) y E2 (2.44, 2.26, 1.91), compatible con donadores de N- u O-, junto con la componente E3 
(2.33, 2.26, 2.04). Por el contrario, el espectro de EPR correspondiente al LBD de E75 de O. fasciatus 
muestra una fuerte señal de EPR correspondiente a hierro férrico en configuración de alto espín con un 
valor g de 4.32 y una señal de menor intensidad pero también de alto espín con un valor g de 6.02. 
Aunque las distintas señales rómbicas no están lo suficientemente definidas, se puede inferir que los 
valores g son similares a los registrados en el espectro de EPR del LBD férrico de Rev-erbβ (Marvin et 
al., 2009), el ortólogo en mamíferos de E75 de insectos. La contribución de cada componente a su 
espectro ha sido calculada y se muestra en la tabla 2; del mismo modo quedan recogidos valores de los 
parámetros de campo tetragonal (Δ/λ) y rombicidad (V/Δ) asociados con E1-E3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Espectros de EPR de los LBDs de E75 purificados. Los espectros fueron registrados bajo las 
siguientes condiciones experimentales: Tris-HCl 20 mM (pH 8.5), con glicerol al 20% (v/v); modulación de la 
frecuencia, 100 kHz; amplitud del campo magnético de modulación, 1 mT; potencia de microondas, 0.1 mW. (A) 
Drosophila melanogaster (324 μM) en la región g ∼ 2 a 10.6 °K. (B) Oncopeltus fasciatus (155 μM) en la región g 
∼ 2 a 14 °K. (C) Bombyx mori (154 μM) en la región g ∼ 2 a 10.6 °K. 
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Tabla 2. Parámetros de EPR de los tres LBDs. 
 
4. El LBD de E75 de O. fasciatus une el grupo hemo covalentemente.  
Analizamos mediante HPLC los perfiles de elución de los LBDs de E75 de D. melanogaster, O. 
fasciatus y B. mori, para lo que aplicamos cada una de ellas en una columna de fase reversa Ultrasphere 
C18 en condiciones ácidas, que propician la disociación del hemo siempre y cuando no esté unido 
covalentemente. La elución se llevó a cabo con un gradiente de acetonitrilo (con ácido trifluoroacético al 
0.1%) y la detección a 400 nm mostró que el tiempo de retención del hemo libre era de ~42 min (Figura 
12A). Mientras que la mayor parte del hemo de D. melanogaster y B. mori eluye como hemo libre y la 
cadena polipeptídica lo hace a mayores concentraciones de acetonitrilo (detección a 214 nm), la mayor 
parte del hemo de O. fasciatus aparece asociado covalentemente a la proteína, pues los picos 
correspondientes al hemo (detección a 400 nm) y a la cadena polipeptídica (detección a 214 nm) solapan 
(Figura 12B, C and D). Así pues, el grupo hemo del LBD de E75 de O. fasciatus no sólo posee 
características espectroscópicas y de unión de •NO diferentes, sino que además está unido 
covalentemente a la proteína. 
 
5. Espectros de piridina hemocromo de los LBDs de E75 de los tres insectos.  
Si bien la formación de piridina hemocromo es un método comunmente empleado para la 
determinación de la concentración de holoproteína en hemoproteínas, también resulta útil para 
determinar si el grupo prostético que une la proteína es hemo a, hemo b o hemo c. Como cabía esperar, 
los espectros de piridina hemocromo obtenidos para los LBDs de E75 de D. melanogaster y B. mori E75 
Muestra Espín comp
a 
% g1 g2 g3 V/Δ
b 
Δ/λ
c 
D. melanogaster 1/2 E1 ~45 2.54 2.26 1.87 0.75 5.02 
1/2 E3 ~55 2.33 2.26 2.04 1.19 6.92 
B. mori 1/2 E1 ~30 2.54 2.26 1.87 0.75 5.02 
1/2 E2 ~25 2.44 2.26 1.91 0.93 5.04 
1/2 E3 ~45 2.33 2.26 2.04 1.19 6.92 
O. fasciatus 5/2  ~10 6.02 2.92 ~2.0   
5/2  ~40 4.32 2.28 ~2.0   
1/2  ~20 2.48 2.27 1.88   
1/2  ~30 2.33 2.26 2.04 1.19 6.92 
a
Componentes de la señal de EPR. 
b
Rombicidad.
 C
Campo tetragonal. 
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muestran un máximo a 556 nm, característico de hemo b (Berry y Trumpower, 1987), mientras que la 
formación del complejo piridina hemocromo en el caso del LBD de E75 de O. fasciatus presenta el 
máximo a 551 nm (Figura 13). Su espectro recuerda al espectro de piridina hemocromo observado en el 
caso del citocromo c, que tiene hemo c unido covalentemente (Berry y Trumpower, 1987). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Análisis de los LBDs de E75 purificados mediante HPLC en columna de fase reversa Beckman 
Coulter Ultrasphere C18 en condiciones ácidas. La elución del hemo (trazo inferior) se determinó a 400 nm 
mientras que la de la cadena polipeptídica (trazo superior) se detectó a 214 nm. Se empleó un gradiente del 25 al 
80% de acetonitrilo con ácido trifluoroacético al 0.1%. Se aplicó una solución de hemina (A) como control del 
tiempo de elución del hemo libre, así como los LBDs de E75 de Dr. melanogaster (B), O fasciatus (C) y B.mori (D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Espectros de piridina hemocromo de los LBDs de E75 de los tres insectos. Los LBDs de E75 de 
D. melanogaster (línea continua), O. fasciatus (línea punteada) y B. mori (trazo discontiuo) se hicieron reaccionar 
con una solución de piridina tal y como se ha descrito en el apartado de Métodos y se registraron los espectros de 
diferencia entre 500 y 580 nm. Los espectros se han desplazado verticalmente para facilitar la lectura. 
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6. Análisis proteómico del LBD de E75 de Oncopeltus fasciatus.  
El análisis mediante espectrometría de masas de proteínas que tienen el grupo hemo 
covalentemente unido, en ocasiones permite determinar qué aminoácido está implicado en la unión, 
siempre y cuando la digestión proteolítica no altere la integridad de los hemopéptidos. Con el objetivo de 
determinar qué aminoácido o aminoácidos estaban implicados en la unión covalente del grupo hemo, el 
LBD de E75 de O. fasciatus purificado se sometió a digestión con tripsina y los péptidos resultantes se 
analizaron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. En total se identificaron 21 péptidos que 
cubrían en gran medida la secuencia del LBD, siete de los cuales estaban oxidados en residuos de 
metionina (Figura 14). Desafortunadamente, no fuimos capaces de identificar masas que pudieran ser 
asignadas a hemopéptidos con una ganancia de masa de 616 o 633 Da sobre el tamaño de los péptidos 
estimado tras la digestión proteolítica con tripsina.  
A continuación se llevó a cabo la digestión proteolítica con tripsina del LBD de O. fasciatus y se 
aplicó el producto de la digestión en la columna de fase reversa Beckman Coulter Ultrasphere C18 en el 
HPLC. Se recogieron aquellas fracciones en las que los péptidos eluidos (siguiendo la detección a 214 
nm) también absorbieran a 400 nm, ya que se trataría así de hemopéptidos, se concentraron y analizaron 
mediante espectrometría de masas (espectros MS), y a continuación, se fragmentaron los picos 
mayoritarios (espectros MS/MS). Se detectaron péptidos de 1474.88 Da y 1697.91 Da que, tras su 
fragmentación dieron espectros de MS/MS consistentes con la secuencia 240FLMDSMFDFAER251 (que 
tendría una masa de 1508.87 Da) en la que la Met245 había perdido 34 Da o ganado 189 Da, 
respectivamente. Estos resultados apuntan a que el grupo hemo puede estar unido a la cadena 
polipeptídica del LBD de E75 de O. fasciatus a través de un enlace vinil-sulfonio con la metionina de 
forma similar a como ocurre en la mieloperoxidasa (Fiedler et al., 2000; Kooter et al., 1999), o bien 
mediante un enlace etil-sulfonio con la metionina como ocurre en el mutante Ser160Met de la ascorbato 
peroxidasa (Metcalfe et al., 2004). De esa forma, la fragmentación de la cadena lateral de la Met245 tras 
la hidrólisis con tripsina daría un péptido 240FLMDSMFDFAER251 con una pérdida de masa de 34 Da. E 
igualmente el péptido 240FLMDSMFDFAER251 con una ganancia de masa de 189 Da en la Met245 
probablemente se obtenga debido a que un fragmento del hemo permanezca unido a la cadena lateral 
del aminoácido.  
Dado que no existe información atómica en el caso de los LBDs de E75, estudiamos la posición de 
la Met486 en la estructura cristalina de su ortólogo en mamíferos Rev-erbβ obtenida recientemente 
(Pardee et al., 2009). Como se observa en la figura 6, la Met486 de Rev-erbβ sería equivalente a la 
Met245 de O. fasciatus y ambas estarían situadas en la hélice α 7 con el átomo de azufre muy próximo a 
uno de los grupos vinilo del hemo (Figura 15), lo que refuerza los datos de espectrometría de masas que 
parecen indicar que la cadena lateral de la Met245 podría estar implicada en uno de los enlaces 
covalentes con el grupo hemo. El hecho de que tanto en las proteínas de D. melanogaster como de B. 
                                                             Introducción 
     Página 176                  Resultados                              Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO  
mori tengan un treonina en dicha posición equivalente de la hélice α 7 (Figura 6), supone un apoyo más 
para poder afirmar que el grupo hemo está unido covalentemente a la Met245 en el LBD de E75 de O. 
fasciatus. 
 
 
Figura 14. Espectro de masas MALDI-TOF del LBD de E75 de O. fasciatus digerido con tripsina. Asimismo 
se muestran los péptidos que fueron identificados. En el panel derecho, se ha marcado en amarillo la secuencia de 
la proteína cubierta por los péptidos identificados. El péptido tríptico ECPSFTASPPTLACPLNPNPQPLTGQ 
QELLQDFSK (Masa 3768.82 Da) es demasiado grande para poder ser identificado. 
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Figura 15. Representación en cintas con Pymol (www.pymol.org) de la estructura cristalina de Rev-erbβ con hemo 
unido ((Pardee et al., 2009), PDB 3CQV). Los ligandos que se coordinan con el hierro del hemo son la Cys384 
(antes de la hélice α 3) y la His568 (en la hélice α 11), ambos pintados en amarillo. Las hélices α 1 y 2 (N-
terminales) no están presentes en la estructura cristalina (ver Figura 6). La mitad N-terminal de la cadena 
polipeptídica está coloreada en verde oscuro mientras que la mitad C-terminal está coloreada en verde claro. El 
límite entre ambas partes de la molécula lo componen los residuos TLLKAG (presentes tanto en la secuencia de D. 
melanogaster como en la de O. fasciatus), situados en la hélice α 5. Estos aminoácidos constituyen el nexo de 
unión para las quimeras Dros-Onc y Onc-Dros. Se indica la posición de la Met486 en la hélice α 7, próxima a uno 
de los grupos vinilos del hemo. Teniendo en cuenta la homología entre los LBDs de E75 de los insectos y su Rev-
erbβ humano, la Met245 de LBD de E75 de O. fasciatus  (genebank ABP02025.1)  estaría situada en una posición 
equivalente a la Met486 de Rev-erbβ. 
 
Además de la digestión con tripsina, se llevó a cabo la digestión parcial del LBD de E75 purificado 
con otras proteasas como pronasa o proteinasa K, seguido de su aplicación en el HPLC y recogida de lo 
hemopéptidos (Figura 16). Desafortunadamente, el análisis MS/MS no nos permitió identificar uniones 
covalentes adicionales entre el hemo y la proteína. 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Perfil de elución de HPLC tras la aplicación del LBD de E75 de O. fasciatus digerido con 
proteinasa K. El LBD de E75 de O. fasciatus se digirió con proteinasa K durante 20 minutos y se aplicó en una 
columna de 250 x 4.6-mm de fase reversa Ultrasphere C18 de Beckman Coulter. En negro se muestra la detección 
a 214 nm y en rojo a 400 nm. El gradiente de acetonitrilo se dibujado en verde. Entre 68 y 72 minutos eluyen varios 
hemopéptidos. El hemo libre eluye a 72 minutos. 
Hélice α 3 
Hélice α 7 
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7. Expresión recombinante y purificación del LBD de E75 de O. fasciatus E75 LBD 
en la cepa de E.coli RP523 deficiente en la biosíntesis de hemo. 
Para explorar la posibilidad de que fuera uno o ambos grupos vinilo del hemo los que estuvieran 
implicados en la unión covalente con la proteína, se adoptó como estrategia llevar a cabo la expresión del 
LBD de E75 O. fasciatus en una cepa de E. coli deficiente en la biosíntesis de hemo y adicionar un 
análogo de porfirina al medio de cultivo que permitiera la purificación de la hemoproteína sustituida con 
un análogo del hemo de interés, que finalmente pudiera ser comparado con la proteína silvestre que une 
Fe(III) protoporfirina IX (Tejero et al., 2011; Woodward et al., 2007).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Caracterización espectroscópica y HPLC del LBD de E75 de Oncopeltus fasciatus expresado de 
forma recombinante en la cepa RP523 deficiente en la síntesis de hemo. (A) Espectros de absorción 
UV/visible (300-700 nm) del LBD de E75 de O. fasciatus a concentración ~24 µM, purificado de bacterias 
suplementadas con Fe(III) protoporfirina IX (hemina) (línea continua) o con Fe(III) mesoporfirina IX (línea 
punteada). (B) Los perfiles de elución de HPLC muestran la detección a 214 nm (línea negra) y a 400 nm (línea 
roja). Panel superior: perfil de elución del LBD de E75 de O. fasciatus purificado de bacterias suplementadas con 
Fe(III) protoporfirina IX (hemina). Panel inferior: perfil de elución del LBD de E75 de O. fasciatus purificado de 
bacterias suplementadas con Fe(III) mesoporfirina IX. El hemo libre eluye a ~42 ml y la Fe(III) mesoporfirina IX 
eluye a ~45 ml. 
 
Se creció un cultivo de bacterias de E. coli RP523 transformadas con el plásmido de expresión para 
el LBD de E75 de O. fasciatus E75 LBD en presencia de Fe(III) mesohemo, un derivado del hemo en el 
que los grupos vinilo han sido sustituidos por grupos etilo. En paralelo y como control, la proteína se 
expresó en la misma cepa en presencia de Fe(III) protoporfirina IX (hemina). La purificación del LBD de 
E75 O. fasciatus con Fe(III) protoporfirina IX unido muestra que el grupo prostético se incorpora 
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satisfactoriamente y, al igual que la proteína silvestre expresada en la cepa de E. coli BL21, el pico del 
Soret presenta un máximo centrado a 413 nm (Figura 17A). Además, la posición de las bandas α/β y de 
la banda CT1 no difiere de la observada en el espectro de O. fasciatus expresada en BL21 (Figura 9A). 
Sin embargo, el LBD de E75 de O. fasciatus sustituido con mesohemo muestra ciertos cambios 
espectrales: un afilado Soret desplazado hacia el azul con el máximo a 406 nm, la ausencia completa de 
la banda CT1 y una disminución en la incorporación de hemo (incorpora aproximadamente el 69% 
comparado con la proteína con Fe(III) protoporfirina IX unida).  
El análisis de ambas proteínas mediante su aplicación en el HPLC muestra que en el LBD de E75 
de O. fasciatus expresado en la cepa RP523 y suplementado con Fe(III) protoporfirina IX, el 51% del 
hemo permanece covalentemente unido a la proteína (Figura 17B, panel superior), lo que claramente 
contrasta con el caso del LBD de E75 de O. fasciatus expresado en la cepa RP523 y suplementado con 
Fe(III) mesoporfirina IX, que es completamente incapaz de unir covalentemente el grupo hemo de modo 
que el 100% del hemo se detecta antes de la elución de la cadena polipeptídica (Figura 17B, panel 
inferior). La posición de ese pico es consistente con el perfil de elución de Fe(III) mesoporfirina IX libre, 
que se aplicó como control para determinar su tiempo de elución y que muestra un pico afilado a 45 
minutos (datos no mostrados).  
En definitiva, estos resultados apoyan la conclusión de que la unión covalente del hemo en el LBD 
de E75 de O. fasciatus no es un artefacto que ocurra durante el proceso de expresión o de purificación, 
es pues una unión natural y claramente establece que son los grupos vinilos los que están implicados en 
la unión covalente. 
 
8. Caracterización de las proteínas quimera Dros-Onc y Onc-Dros. 
Si se compara la secuencia de aminoácidos de los LBDs de E75 de los tres insectos la similitud de 
secuencia es muy alta (Figura 6), de modo que deben ser sólo unos pocos residuos presentes en la 
isoforma de O. fasciatus los responsables de sus diferentes propiedades espectroscópicas y de la unión 
covalente del hemo a la proteína. Con esto en mente diseñamos dos proteínas quimera para los LBDs de 
E75: D. melanogaster-O. fasciatus (Dros-Onc) y O. fasciatus-D. melanogaster (Onc-Dros) (Figura 7). 
Dado que entre diversas proteínas E75 los residuos de la hélice α 5 son muy similares, escogimos la 
secuencia conservada TLLKAG, idéntica en D. melanogaster y O. fasciatus, como fragmento de conexión 
entre las secuencias de ambas especies. En la Figura 18A se muestran los espectros de absorción en 
estado férrico de las proteínas quimera Dros-Onc y Onc-Dros. En ambos casos, el pico del Soret  
aparece a 422 nm, longitud de onda que está más cerca de la del Soret del LBD de E75 de D. 
melanogaster silvestre (máximo a 424 nm) que de la del LBD de E75 de O. fasciatus (415 nm). Sin 
embargo, la quimera Onc-Dros muestra una banda β clara a 537 nm junto con una banda α pequeña a 
574 nm, seguido de una banda CT1 bien definida a 655 nm, mientras que la quimera Dros-Onc muestra 
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una banda β clara a 543 nm junto con una pequeña banda α a 574 nm, seguida de una débil pero 
distinguible banda CT1 a 655 nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Caracterización espectroscópica y HPLC de las quimeras de LBD de E75 DE Drosophila 
melanogaster-Oncopeltus fasciatus (Dros-Onc y Onc-Dros). Se llevó a cabo la clonación y expresión 
recombinante de las proteínas quimeras de D. melanogaster-O. fasciatus (en la Figura 7 se muestran sus 
secuencias). (A) Espectros de absorción UV/visible (350-700 nm) de las quimeras Dros-Onc (línea continua) y 
Onc-Dros (línea punteada) en estado férrico. La región de 500 a 700 nm ha sido amplificada para facilitar la 
lectura. (B) Perfiles de elución de HPLC de las quimeras Onc-Dros (panel superior) y Dros-Onc (panel inferior); 
detección a 214 nm (línea negra) y a 400 nm (línea roja). El hemo libre eluye a ~42 ml.  
 
Así pues, estos espectros de absorción comparten componentes de los espectros de ambas 
proteínas silvestres de O. fasciatus y D. melanogaster aunque la banda CT1 a 655 nm parece deberse a 
la interacción del grupo hemo con aminoácidos presentes en la parte N-terminal del LBD de E75 de O. 
fasciatus. El espectro del LBD de E75 de D. melanogaster en estado férrico muestra bandas α/β a 574 y 
543 nm, respectivamente, ambas presentes en las construcciones quimera, aunque con un ligero 
desplazamiento hacia el azul de la banda β. Por otro lado, el espectro del LBD de E75 de O. fasciatus en 
estado férrico muestra una banda β clara a 532 nm junto con una banda CT1 a 655 nm; esta banda 
indicativa de configuración de alto espín es claramente visible en la quimera Onc-Dros y en menor 
medida en la quimera Dros-Onc (Figura 19).  
El análisis mediante HPLC de las dos proteínas Onc-Dros y Dros-Onc reveló que en ambas 
quimeras una cantidad significativa de hemo permanece unida covalentemente a la proteína (Figura 
18B). Esto sugiere que un enlace covalente con el hemo se mantienen en cada una de las quimeras y 
refuerza la hipótesis de que el hemo está unido covalentemente al LBD de E75 de O. fasciatus silvestre a 
través de al menos dos enlaces covalentes, uno con un aminoácido posicionado en la mitad N-terminal 
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de la cadena polipeptídica y el otro en la mitad C-terminal. El hecho de que la sustitución con mesohemo 
lleve a una ausencia total de unión covalente del hemo, claramente establece que son ambos grupos 
vinilos los que están implicados en la unión covalente. La cuantificación de la proporción de hemo 
libre/hemo unido en las diversas hemoproteínas purificadas revela que ambas quimeras unen el hemo de 
covalentemente de forma parcial aunque en menor medida que la proteína silvestre de O. fasciatus 
(Tabla 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Espectros de absorción de los LBDs de E75 de Drosophila melanogaster, Oncopeltus fasciatus y 
de la quimeras de D. melanogaster-O. fasciatus en estado férrico. El espectro de absorción del LBD de E75 de 
D. melanogaster silvestre (línea negra), muestra bandas α/β a 574 y 543 nm respectivamente, mientras que el LBD 
de E75 de O. fasciatus (línea roja) muestra una clara banda β a 532 nm junto con una banda CT1 a 655 nm 
(componente de hierro en configuración de alto espín). La quimera Dros-Onc (línea verde) tiene una clara banda β 
a 543 nm junto con una pequeña banda α a 574 nm, seguida de una débil pero discernible banda CT1 a 655 nm. 
La quimera Onc-Dros (línea azul) muestra una clara banda β a 537 nm junto con una pequeña banda α a 574 nm, 
seguida de una clara banda CT1 a 655 nm. Los espectros han sido desplazados verticalmente. 
 
 
Tabla 3. Cuantificación de la cantidad de hemo no unido covalentemente a la proteína calculado tras la 
integración del área de los picos detectados a 400 nm en el HPLC. 
Cantidad de hemo no unido covalentemente al LBD de E75 (% ± Error std): 
Drosophila melanogaster 80.0 ± 2.1 
Bombyx mori 91.5 ± 3.9 
Oncopeltus fasciatus 8.9 ± 1.3 
Quimera Dros-Onc 32.5 ± 0.1 
Quimera Onc-Dros 35.0 ± 4.3 
O. fasciatus Glu158Lys 10.9 ± 0.4 
O. fasciatus Met245Thr 18.0 ± 0.2 
Blattella germanica 16.9 ± 0.7 
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9. Caracterización de los mutantes Glu158Lys y Met245Thr del LBD de E75 de O. 
fasciatus. 
Dada la posibilidad de que uno de los aminoácidos implicados en la unión covalente del hemo fuera 
la Met245, dicho aminoácido se sustituyó por treonina ya que en las secuencias de D. melanogaster y B. 
mori aparece una treonina en esta posición (Figura 6). La caracterización espectroscópica del mutante 
Met245Thr del LBD de E75 de O. fasciatus muestra el Soret con un máximo a 413 nm, una banda α casi 
inexistente y una banda β centrada a 532 nm. Además, este mutante puntual presenta una clara banda 
CT1 a 655 nm (Figura 20A), en concordancia con la observación anterior de que la aparición de esta 
banda es resultado de la interacción del hemo con aminoácidos presentes en la mitad N-terminal del LBD 
de E75 de O. fasciatus. El análisis por HPLC de este mutante muestra que aproximadamente un 18% del 
hemo total eluye como hemo libre, una cantidad dos veces mayor que en la proteína silvestre (Tabla 3). 
 Así pues, la sustitución de la Met245 no genera cambios importantes en las propiedades 
espectroscópicas de la hemoproteína en comparación con la proteína silvestre, si bien dicha mutación 
aumenta ligeramente la cantidad de hemo que no se une covalentemente a la proteína.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Caracterización espectroscópica y HPLC de los mutantes puntuales Met245Thr y Glu158Lys del 
LBD de E75 de O. fasciatus. Se muestran los espectros de absorción de 350 a 700 mm (paneles de la izquierda) 
así como los perfiles de elución del HPLC (paneles de la derecha, detección a 214 nm en negro y a 400 nm en 
rojo), de los mutantes puntuales del LBD de E75 de O. fasciatus Met245Thr (A) y Glu158Lys (B). El hemo libre 
eluye a ~42 ml. 
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Nuestros datos sugieren que al menos dos aminoácidos están implicados en la unión covalente del 
grupo hemo y que las propiedades espectroscópicas del LBD de E75 de O. fasciatus están determinadas 
principalmente por los ligandos del hierro proximal y distal así como por otros aminoácidos presentes en 
el entorno del hemo, más que por la unión covalente del grupo hemo a la cadena polipeptídica.  
En el caso de la mieloperoxidasa existe un enlace vinil-sulfonio entre el grupo vinilo del hemo y un 
residuo de metionina, pero otras proteínas como algunos citocromos P450 de la familia CYP4A unen el 
hemo a través de la cadena lateral de residuos de ácido glutámico (Colas y Ortiz de Montellano, 2003). 
Por este motivo y con el objetivo de tratar de identificar el segundo aminoácido implicado en la formación 
del enlace covalente con el hemo, clonamos un segundo mutante puntual Glu158Lys ya que este ácido 
glutámico además de estar ausente en las isoformas de D. melanogaster y B. mori, se predice que está 
posicionado en el extremo N-terminal de la hélice α 3 próximo al grupo hemo (Figura 15). Sin embargo, 
las propiedades espectroscópicas y el perfil de elución de HPLC de este mutante Glu158Lys, son muy 
similares a los mostrados por la proteína silvestre (Figura 20B). 
 
10. Expresión recombinante y purificación del LBD de E75 de Blattella germanica. 
El siguiente objetivo fue tratar de averiguar si las propiedades espectroscópicas y la unión covalente 
del grupo hemo a la proteína eran características propias del LBD de E75 de O. fasciatus, o bien eran 
compartidas con receptores nucleares E75 de otros insectos. La comparación de la secuencia del LBD 
de E75 de diversos insectos, muestra que el LBD de E75 de la cucaracha alemana (Blattella germanica) 
presenta una gran homología de secuencia con la isoforma de O. fasciatus (Figura 6). Así pues, se llevó 
a cabo la clonación, expresión en E.coli y purificación del LBD de E75 de B. germanica (aa 148-402). 
Esta isoforma también se purifica como hemoproteína en estado férrico y presenta una coloración marrón 
muy parecida a la de O. fasciatus. Su espectro de absorción presenta el pico del Soret a 415 nm, la 
banda α casi inexistente, la banda β centrada a 533 nm y la banda CT1 a 655 nm (Figura 21A). Así pues, 
sus propiedades espectroscópicas son claramente distintas de las de D. melanogaster y B. mori, pero 
casi idénticas a las del LBD de E75 de O. fasciatus (Figura 9). Su perfil de elución tras su aplicación en el 
HPLC (Figura 21B) muestra que, en estas condiciones ácidas que favorecen la disociación del hemo 
siempre que no esté covalentemente unido, la mayor parte del hemo permanece unido a la cadena 
polipeptídica del LBD de E75 de B. germanica (Tabla 3), en concordancia con el comportamiento 
mostrado por la isoforma de O. fasciatus.  
Estos resultados permiten concluir que el LBD de los receptores nucleares E75 de algunas especies 
tienen unido el grupo hemo de forma covalente. 
                                                             Introducción 
     Página 184                  Resultados                              Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Caracterización espectroscópica y HPLC del LBD de E75 de Blattella germanica. Espectro de 
absorción (A) y perfil de elución del HPLC (B) del LBD de E75 de B. germanica. La región de 500 a 700 nm del 
espectro de absorción se ha magnificado para mayor claridad. Perfil de elución del HPLC con detección a 214 nm 
en negro y a 400 nm en rojo). El hemo libre eluye a ~42 ml. 
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BLOQUE 2: Obtención de cristales de los LBD de E75 de D. melanogaster, B. mori y O. 
fasciatus. 
Si bien hasta el momento no se han obtenido resultados satisfactorios en los intentos de obtener 
cristales correspondientes a los LBD de E75 de D. melanogaster, B. mori y O. fasciatus, a continuación 
se detallan los progresos realizados. En algunas de las condiciones comerciales se observó la formación 
de microcristales, unas veces a temperatura ambiente y otras a 4ºC. Con el objetivo de favorecer la 
formación de cristales de mayor tamaño, se llevó a cabo un barrido en torno a la solución precipitante 
original a diferentes pH o concentraciones de los componentes que resultaran más interesantes y 
determinantes para la formación de cristales.  
Las condiciones en las que se observó la aparición de microcristales o cristales pequeños y en torno 
a las cuales, en los casos en que se consideró necesario, se llevó a cabo un barrido de la composición 
de la solución original:  
A) LBD de E75 de Bombyx mori: 
RT) a) Condición JBScreen Basic 2:D1: 18% w/v PEG 8000, MES sódico 100 mM, pH 6.5, acetato de 
zinc 200 mM. Se hizo un barrido de 12-14-16-18-20-22% de PEG 8000 y de acetato de zinc 50-100-
150-200 mM, obteniéndose 24 nuevas condiciones. 
b) Condición JBScreen Basic 1:D1: 20% v/v PEG 550 MME, Bicina 100 mM, pH 9.5, NaCl 100 mM. 
Se hizo un barrido de 16-18-20-22-24-26% de PEG 550 MME y de Bicina 100 mM, pH 8.0-8.5-9.0-
9.5. 
c) Condición JBScreen Basic 1:A6: 30% v/v 2-metil-2,4-pentanediol, acetato de sodio 100 mM, pH 
4.6, NaCl 200 mM. Se hizo un barrido de 22-24-26-28-30-32% de 2-metil-2,4-pentanediol y de 
acetato de sodio 100 mM, pH 4.6-5.5-6.5-7.5. 
  
4ºC) a) Condición JBScreen Basic 2:A3: 20% w/v PEG 4000, 10% v/v 2-propanol, HEPES sódico100 mM, 
pH 7.5. En torno a esta condición se hizo un barrido de 16-18-20-22-24-26% de PEG 4000 y de 5-
10-15-20% 2-propanol. 
b) Condición JBScreen Basic 2:C3: 8% w/v PEG 8000, Tris-HCl 100 mM, pH 8.5. Se hizo un barrido 
de 2-4-6-8-10-12% PEG 8000 y de Tris-HCl 50 mM ó 100 mM, a pH 7.5 ó pH 8.5. 
c) Condición JBScreen Basic 2:C4: 10% w/v PEG 8000, 8% v/v etilenglicol, HEPES sódico 100 mM, 
pH 7.5. Se hizo un barrido de 6-8-10-12-14-16% de PEG 8000 y de 4-6-8-10% etilenglicol. 
d) Condición JBScreen Basic 2:D1: igual que a RT. 
 
B) LBD de E75 de Drosophila melanogaster: 
RT) a) Condición JBScreen Basic 3:C1: 25% v/v tert-butanol, Tris-HCl 100 mM, pH 8.5. Se hizo un 
barrido de 17.5-20-22.5-25-27.5-30% de tert-butanol y de Tris-HCl 100 mM, a pH 6.5-7.5-8.5-9.5. 
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b) Condición JBScreen Basic 2:A2: 20% w/v PEG 4000, 20% v/v 2-propanol, citrato sódico100 mM, 
pH 5.6. No se hizo barrido. 
c) Condición JBScreen Basic 1:B2: 30% v/v 2-metil-2,4-pentanediol, acetato de sodio 100 mM, pH 
4.6, CaCl 20 mM. No se hizo barrido 
d) Condición JBScreen Basic 2:D1: ya descrita. No se hizo barrido. 
e) Condición JBScreen Basic 2:D2: 20% w/v PEG 8000, dihidrógeno fosfato de potasio 50 mM. No 
se hizo barrido. 
 
4ºC) a) Condición JBScreen Basic 1:D1: ya descrita. Se hizo el barrido comentado. Varias de las nuevas 
condiciones dieron lugar a la formación de nuevos posibles cristales:  
- 20% v/v PEG 550 MME, Bicina 100 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM. 
- 22% v/v PEG 550 MME, Bicina 100 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM. 
- 24% v/v PEG 550 MME, Bicina 100 mM, pH 9.0, NaCl 100 mM. 
 
C) LBD de E75 de Oncopeltus fasciatus: 
RT) a) Condición JBScreen Basic 1:B6: 70% v/v 2-metil-2,4-pentanediol, HEPES sódico 100 mM, pH 7.5. 
No se hizo barrido. 
b) Condición JBScreen Basic 2:D1: ya descrita. No se hizo barrido. 
c) Condición JBScreen Basic 2:D5: 30% w/v PEG 8000, sulfato de amonio 200 mM. No se hizo 
barrido. 
 
Los posibles cristales de proteínas observados en estas condiciones, se pescaron como se ha 
descrito en el apartado de Métodos y se analizó su patrón de difracción en el difractómetro, si bien no se 
obtuvo ningún resultado positivo. Algunas imágenes estaban vacías, en otras se observó un patrón de 
difracción correspondiente a cristales de sal, pero en ningún caso se observó un patrón que pudiera ser 
de proteína. 
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En metazoos, los receptores nucleares han sido definidos de forma clásica como factores de 
trascripción activados por ligando que permiten la regulación de genes diana por pequeñas moléculas 
lipofílicas como hormonas (esteroides, hormonas tiroideas), morfógenos (ácido retinoico) y componentes 
de la dieta (ácidos grasos) (Fahrbach et al., 2012; Markov y Laudet, 2011). La mayoría de los receptores 
nucleares tienen dominios modulares diferenciados denominados (empezando por el extremo N-terminal) 
como A/B, C, D, E y F (Escriva et al., 2004; Fahrbach et al., 2012). El dominio C es el dominio de unión a 
DNA (DBD) y posee residuos conservados de cisteína que estabilizan varios dedos de zinc. El dominio E, 
estructuralmente conservado, es el dominio de unión a ligando (LBD) y permite a los receptores 
nucleares funcionar como reguladores de la transcripción dependientes de ligando. El LBD actúa como 
interruptor molecular ya que tras la unión del ligando sufre cambios conformacionales, que afectan a la 
localización subcelular, dimerización, unión al DNA, unión de proteínas coactivadoras y/o a la actividad 
transcripcional (Glass y Rosenfeld, 2000). 
El genoma del insecto D. melanogaster codifica sólo para 18 receptores nucleares que tengan tanto 
el dominio de unión a DNA funcional como el LBD (King-Jones y Thummel, 2005). Pese a ser un 
organismo muy estudiado, muchos receptores nucleares de D. melanogaster permanecen huérfanos, 
esperando a que sus ligandos endógenos o xenobióticos sean identificados. Estudios recientes han 
mostrado que el grupo hemo está presente en el receptor nuclear E75 purificado de varios insectos 
(Reinking et al., 2005), uno más de los muchos receptores huérfanos, y que el hemo aparece asociado al 
LBD de E75 cuando se purifica en un sistema de expresión heterólogo (de Rosny et al., 2006; Marvin et 
al., 2009; Reinking et al., 2005). Posteriormente y de manera independiente, dos grupos han descubierto 
que Rev-erbα y Rev-erbβ, los ortólogos humanos de E75 de D. melanogaster, también unen hemo 
(Pardee et al., 2009; Raghuram et al., 2007; Yin et al., 2007). La unión del hemo a estos receptores 
nucleares puede ser explicada asumiendo que podrían funcionar como sensores de los niveles celulares 
de hemo, de cambios redox o de la concentración de gases diatómicos, quizás incluso simultáneamente, 
regulando de esta forma la expresión de varios genes.  
De hecho, se ha sugerido que el receptor nuclear E75 de D. melanogaster podría emplear hemo 
como ligando, funcionando así como sensor de hemo (Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005). Esta 
hipótesis se ha visto reforzada por la observación de que el hemo se une a E75 con una estequiometría 
1:1, la unión del hemo aumenta la estabilidad térmica de la proteína y se requiere para el correcto 
plegamiento y funcionamiento de E75 (Reinking et al., 2005). Sin embargo, existe una objeción a la 
conclusión de que el hemo se une y es liberado de E75, como haría un verdadero ligando ya que el LBD 
de E75 siempre se purifica saturado de hemo tras su expresión en sistemas bacterianos (de Rosny et al., 
2006; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005) y ni siquiera el tratamiento con cloruro de guanidinio 5 M 
es capaz de hacer que E75 libere el hemo asociado (Reinking et al., 2005). Además, nosotros hemos 
observado que una cantidad significativa de hemo permanece unida al LBD de E75 de D. melanogaster 
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tras su aplicación en un gel PAGE-SDS, condiciones desnaturalizantes que deberían conllevar la 
disociación del hemo. Por el contrario, los ortólogos de mamíferos de E75 de insectos, Rev-erbα y Rev-
erbβ, sí que parece que sean sensores de hemo ya que ambas proteínas pueden purificarse en ausencia 
de hemo (Pardee et al., 2009; Phelan et al., 2010). La calorimetría isotérmica de titulación puede 
emplearse para determinar la constante de unión de hemo tanto para apoRev-erbα como para apoRev-
erbβ (Raghuram et al., 2007) y existen datos cristalográficos atómicos disponibles tanto para las formas 
apo y holo (con hemo unido) de Rev-erbα (Phelan et al., 2010) y Rev-erbβ (Pardee et al., 2009; Woo et 
al., 2007). Además, la unión de hemo promueve el reclutamiento del correpresor nuclear NCoR (Nuclear 
receptor Co-Repressor ) y de histona deacetilasa (Pardee et al., 2009; Raghuram et al., 2007; Yin y 
Lazar, 2005), con Rev-erbα reclutando HDAC3 y Rev-erbβ reclutando HDAC1 (Gupta y Ragsdale, 2011), 
lo que conlleva la represión de sus genes diana entre ellos Bmal1 (que codifica para BMAL1 Brain, 
muscle Arnt-like protein-1), un componente esencial de la oscilación circadiana. Además, mientras que 
Rev-erbβ puede reprimir la trascripción de genes diana, su mutante puntual His602Phe, que no puede 
unir hemo, en experimentos de cotransfección no desempeña esta actividad represora transcripcional 
(Raghuram et al., 2007). Así pues, Rev-erbβ sí que es un verdadero sensor de hemo y el hemo 
desempeña un papel de ligando para este receptor nuclear. 
Como se ha comentado, la heterodimerización entre E75 y HR3 a través del extremo C-terminal de 
HR3, conlleva la represión de la actividad transcripcional desarrollada por HR3 (Reinking et al., 2005). 
Además, el receptor nuclear E75 de D. melanogaster puede detectar cambios en las condiciones redox 
en el sentido de que el LBD en estado ferroso (Fe(II)), pero no en estado férrico (Fe(III)), puede unirse a 
un péptido derivado de HR3, lo cual sugiere que la heteroasociación y consiguiente represión de la 
transcripción llevada a cabo por HR3 tiene lugar cuando el hierro del hemo está en estado reducido 
(Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005). 
Además, la interacción del LBD de E75 D. melanogaster con gases diatómicos tanto in vivo como in 
vitro, está bien documentada, aunque solamente ha sido observada y caracterizada in vivo la unión de 
•NO al LBD de E75 (Caceres et al., 2011; de Rosny et al., 2006; Johnston et al., 2011; Marvin et al., 
2009; Reinking et al., 2005). La unión tanto de CO como de •NO al grupo hemo en estado ferroso del 
LBD de E75 de D. melanogaster purificado, bloquea su capacidad de unirse a un péptido derivado de 
HR3 de modo que HR3 queda libre para llevar a cabo su actividad transcripcional, que estaba impedida 
por la acción represora de E75 (Reinking et al., 2005). En experimentos de transfección, HR3 por sí 
mismo actúa como activador transcripcional, si bien en presencia de E75 transfectado, su actividad se ve 
reducida de forma significativa. La adición de un donador de •NO, como el DETA-NO, a las células 
cotransfetadas, conlleva la formación del complejo hemo-NO en E75, lo que implica una interferencia en 
su asociación con HR3 y por lo tanto se rescata la actividad transcripcional de HR3 (Reinking et al., 
2005). In vivo, la liberación de •NO por la óxido nítrico sintasa de D. melanogaster en la glándula 
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protorácica bloquea la capacidad de E75 de interferir en la actividad transcripcional mediada por HR3 
(Caceres et al., 2011). La inmunoprecipitación de cromatina también muestra que el •NO inhibe el 
reclutamiento por E75 del correpresor SMRTER (Johnston et al., 2011).  
En esta bloque de la tesis se ha caracterizado y comparado la coordinación del hemo en los 
dominios de unión a ligando del receptor nuclear E75 de cuatro insectos diferentes: Drosophila 
melanogaster, Bombyx mori, Oncopeltus fasciatus y Blattella germanica.  
El LBD de E75 de B. mori presenta las mismas características espectroscópicas que la isoforma de 
D. melanogaster y su espectro de absorción UV/visible es similar al obtenido por otros grupos para el 
LBD de E75 de D. melanogaster (de Rosny et al., 2006; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005); ambas 
se purifican como hemoproteínas en estado férrico y de la comparación de sus características 
espectroscópicas con las de otras hemoproteínas que tienen por ligando axial una cisteína (tiolato), se 
puede concluir que el hierro está en configuración de bajo espín y su grupo hemo esta hexacoordinado 
con una cisteína y una histidina. La intensa y bien definida banda δ presente en el espectro es una 
prueba clara de la coordinación con la cisteína. Los espectros de EPR también son característicos de 
hemoproteínas cuyo hierro está en configuración de bajo espín y hexacoordinado con una cisteína 
(tiolato) en posición opuesta a un ligando neutro, como es la histidina. El hecho de que se observen 
varias componentes refleja que existe heterogeneidad en la coordinación del hierro, si bien todos los 
valores g están en el intervalo encontrado para hemoproteínas que tienen por ligando axial una cisteína 
(tiolato hemoproteínas), en las que el ligando cisteína determina las propiedades de EPR del hierro del 
hemo. El hecho de que se observen varias señales de rombicidad similar puede deberse a variaciones en 
la protonación o en la formación de puentes de hidrógeno de la cadena lateral de la cisteína (Pazicni, 
2006), aunque no hay que descartar que pueda deberse a que en la coordinación participen dos cisteínas 
diferentes (de Rosny et al., 2006). Así, si bien la Cys396 y la His574 han sido asignados como ligandos 
axiales del hierro del hemo en el LBD de E75 de D. melanogaster, en este insecto los residuos Cys368, 
Cys385 y Cys468 también están implicados en la unión del hemo (de Rosny et al., 2006); así, la mutación 
de la Cys368 desestabilizaría la coordinación con el ligando His, la Cys385 si bien no es no se coordina 
con el hemo probablemente esté implicada en estabilizar las interacciones hemo-proteína ya que el 
mutante aunque presenta un espectro UV/visible y de EPR similar a la proteína silvestre incorpora menos 
hemo y la Cys468 podría contribuir como ligando alternativo a la Cys396. El hecho de que dos cisteínas 
alternativas estén implicadas en la coordinación con el hierro se ha atribuido a que en ausencia de DBD 
el LBD es más flexible que en el contexto de la proteína completa, y la asignación del papel de ligando 
natural a la Cys396 se justifica en base a que su mutante es el que presenta mayores cambios en el 
espectro de EPR. 
Sin embargo, tanto el LBD de E75 de O. fasciatus como de B. germanica se purifican como 
hemoproteínas en estado férrico con el hierro del hemo en configuración de alto espín, tal como se 
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deduce de la aparición de la banda CT1 a 655 nm. Sus espectros de absorción son similares al de la 
mioglobina, cuyo hemo contiene el Fe(III) en configuración de alto espín hexacoordinado (Gonzalez et al., 
2002) con una histidina y probablemente una molécula de agua. Los datos de EPR obtenidos para el 
LBD de E75 de O. fasciatus confirman que esta hemoproteína se purifica con una mezcla de 
componentes de alto y bajo espín.  
Además, tras el análisis mediante HPLC del perfil de elución de los LBDs de E75 de los diferentes 
insectos en una columna de fase reversa Ultrasphere C18 en condiciones ácidas que propician la 
disociación del hemo siempre y cuando no esté unido covalentemente, se ha demostrado que en las 
isoformas de O. fasciatus y B. germanica, el grupo hemo no sólo está coordinado, sino que está unido 
covalentemente a la cadena lateral de al menos dos aminoácidos, por lo que se ha procedido a 
caracterizar dicha unión en O. fasciatus . 
Aunque la estructura a resolución atómica del LBD de E75 de insectos no está disponible, la 
estructura cristalina de un fragmento tríptico del LBD de su ortólogo humano Rev-erbβ con hemo en su 
forma Fe(III) unido, muestra que el hemo se une al dominio de unión a ligando y que la Cys384 y la 
His568 son los ligandos axiales del hierro del hemo. Además, a la luz de la estructura cristalina de Rev-
erbβ con hemo unido, varios residuos situados en el extremo N-terminal de la hélice α 3 han sido 
propuestos como ligandos axiales del hemo “suplentes” tras cambios conformacionales (Pardee et al., 
2009). Los residuos coordinados con el hierro del hemo en el LBD de Rev-erbβ, Cys384 e His568, están 
conservados en los LBDs de E75 de los cuatro insectos: en D. melanogaster (Cys396, His574), en B. 
mori (Cys193, His371), en O. fasciatus (Cys144, His327) y en B. germanica (Cys204, His387) (Figura 6). 
Si se observa con detenimiento el alineamiento de las secuencias de la figura 6, se puede comprobar que 
los LBDs de E75 de O. fasciatus y B. germanica poseen cinco aminoácidos adicionales en el extremo N-
terminal de la hélice α 3 que no están presentes en las isoformas de D. melanogaster y B. mori. Como se 
puede observar en la figura 15, esta región del receptor nuclear se predice que está posicionada cerca 
del grupo hemo y por lo tanto es bastante posible que pueda establecer uno de los enlaces covalentes 
con el grupo hemo. Nuestros resultados indican que la Met245 de O. fasciatus podría también estar unida 
covalentemente al grupo hemo. La ausencia de cambios espectroscópicos importantes en el mutante 
puntual Met245Thr, probablemente refleje la reducción del grupo vinilo del hemo y la formación de un 
enlace etilo entre la proteína, a través de la Met245 y el hemo. Esto sería análogo al enlace encontrado 
en las hemoglobinas de cianobacterias (Vu et al., 2004a; Vu et al., 2004b) y en el mutante puntual 
Ser160Met de la ascorbato peroxidasa (Metcalfe et al., 2004), pero diferente del enlace vinil-sulfonio de la 
mieloperoxidasa (Fiedler et al., 2000; Kooter et al., 1999). Si la adición del azufre de la metionina al grupo 
vinilo da lugar a un aducto saturado, sin regeneración del doble enlace, la unión resultante sería porfirina-
CH2-CH2-S+(Me)Cys o porfirina-CHX-CH2-S+(Me)Cys (Figura 22). Esta adición perturbaría el cromóforo 
mucho menos ya que el sulfonio no estaría conjugado con el anillo de porfirina del hemo y explicaría la 
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ausencia de cambios en el espectro de absorción UV/visible del mutante Met245Thr de Oncopeltus 
fasciatus. Un ejemplo de esta adición sería el demostrado por el grupo de Emma Raven (Metcalfe et al., 
2004) que introducen una metionina cerca del hemo en una peroxidasa lo que provoca la formación de 
un enlace covalente con este aminoácido. Aun así no se puede afirmar cual es la estructura del enlace ya 
que a las dos propuestas citadas anteriormente, otras que también implican la saturación del grupo vinilo 
podrían ser porfirina-CH(OH)-CH2-S+(Me)Cys como propone el grupo de Emma Raven en su caso 
(Metcalfe et al., 2004), o bien X podría ser incluso un hidrógeno si bien esto genera algunas cuestiones 
mecanísticas. Las adiciones a los grupos vinilo del hemo pueden ocurrir en ausencia de peróxido, o al 
menos en proteínas que no producen peróxido. Así, por ejemplo una His se une al grupo vinilo del hemo 
en una hemoglobina truncada de Synechococcus (Scott et al., 2002; Vu et al., 2004b). 
 
 
 
 
 
Figura 22. Posibles aductos resultantes de la formación del enlace covalente entre un grupo vinilo y la 
metionina 245. Si la adición del azufre de la metionina al grupo vinilo da lugar a un aducto saturado, sin 
regeneración del doble enlace, la unión resultante podría ser porfirina-CH2-CH2-S+(Me)Cys, porfirina-CHX-CH2-
S+(Me)Cys o porfirina-CH(OH)-CH2-S+(Me)Cys. 
 
La hipótesis de que los grupos vinilo del hemo son elementos claves en la formación de los enlaces 
covalentes entre el hemo y el LBD de E75 de O. fasciatus, se ve reforzada por el hecho de que la 
expresión del LBD de E75 de O. fasciatus en la cepa de E. coli RP523 en presencia de mesohemo, un 
análogo de porfirina cuyos grupos vinilo han sido sustituidos por etilos, conlleva la ausencia completa de 
unión covalente de mesohemo a la proteína purificada.  
El análisis de la secuencias de los LBD de las isoformas de O. fasciatus y B. germanica revela que 
sólo unos pocos residuos presentes en su secuencia son responsables de sus propiedades 
espectroscópicas excepcionales y de la unión covalente del hemo a la proteína. Los resultados obtenidos 
con las hemoproteínas quimera de Drosophila-Oncopeltus indican que uno de los aminoácidos 
implicados en la unión covalente del hemo ha de estar presente en la región N-terminal y otro en la 
región C-terminal de la hélice α 5, pues es en esa hélice α donde se encuentra el nexo de unión de 
ambas quimeras y ambas conservan parte del hemo unido covalentemente, si bien en menor medida que 
el LBD de E75 de O. fasciatus silvestre (Tabla 3). 
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Los resultados mostrados refuerzan la idea de que es bastante improbable que los LBDs de E75 de 
insectos funcionen como sensores de hemo in vivo, dado que el hemo covalentemente unido no puede 
ser liberado del bolsillo hidrofóbico de la proteína. En esta misma línea, debe resaltarse que la fuerte 
unión del hemo al LBD de E75 de D. melanogaster descrita anteriormente y la imposibilidad de purificar 
la proteína sin hemo unido, indican que la unión y liberación del hemo no es probable que ocurra en 
estas especies.  
Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que los LBDs de E75 de insectos desempeñan un papel 
como sensores de gases diatómicos. A pesar de ser purificados aeróbicamente como hemoproteínas en 
estado férrico, para poder ser regulados mediante la unión de •NO y CO in vivo, los LBDs de E75 de 
estos insectos deberían estar presentes en su forma reducida en el núcleo celular. Los espectros de 
absorción UV/visible obtenidos para los tres LBDs de E75 de D. melanogaster, O. fasciatus y B. mori en 
su estado ferroso son muy similares entre sí (Figura 10), con el pico del Soret presentando un máximo a 
425 nm y con bandas α/β bien definidas a 559 and 530 nm, indicativo de la sustitución o pérdida del 
ligando cisteína (tiolato) que se coordinaba con el hemo en su estado férrico, resultados que están en 
concordancia con los publicados anteriormente para D. melanogaster (Marvin et al., 2009). Las 
posiciones de los picos del espectro de absorción UV/visible en el estado reducido son comparables a los 
de hemoproteínas con el hierro en bajo espín, hexacoordinadas en las que dos ligandos axiales neutros 
se coordinan con el Fe(II), como ocurre en la neuroglobina (Dewilde et al., 2001) y en el citocromo b5 
(Boispolt.R y Ehrenber.A, 1967; Durley y Mathews, 1996). Si el ligando cisteína se retuviera, la banda del 
Soret sufriría un desplazamiento hacia el rojo hasta los 450 nm como ocurre en los citocromo P450 y en 
las cloroperoxidasas (Dawson y Sono, 1987). Un reemplazamiento de ligando similar ocurre en RrCooA, 
en la que tras la reducción del hierro, el ligando Cys es reemplazado por His, dando lugar a Fe(II)RrCooA 
hexacoordinado (His/Pro) en bajo espín, con el Soret centrado a 425 nm (Roberts et al., 2005). La 
titulación en condiciones anaeróbicas (Figura 10) reveló que la forma reducida del LBD de E75 de O. 
fasciatus forma los complejos tanto con •NO como con CO, lo que implica que probablemente in vivo los 
gases diatómicos regulen también su actividad represora transcripcional. En concordancia con los 
modelos propuestos (de Rosny et al., 2006; Marvin et al., 2009; Reinking et al., 2005), este cambio 
conformacional inducido por la unión de •NO o CO debería conllevar la liberación de su heterodímero 
HR3, que podría desempeñar así su papel como activador transcripcional.  
Sin embargo, los espectros publicados de los complejos con •NO de los LBDs de E75 y de Rev-erbβ 
son considerablemente diferentes (Marvin et al., 2009). Mientras que los espectros correspondientes al 
complejo con •NO de las isoformas de D. melanogaster y B. mori, presentan un máximo a 385 nm, 
característico de hemoproteínas cuyo hierro está en estado ferroso pentacoordinado sólo con •NO, los 
espectros obtenidos para los LBDs de Rev-erbβ (con un máximo de absorción a 418 nm) y de E75 de O. 
fasciatus (con un máximo de absorción a 416 nm), corresponden muy probablemente a hemos 
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hexacoordinados con la cadena lateral de una His en posición trans al •NO (de Rosny et al., 2006; Marvin 
et al., 2009; Reinking et al., 2005). De forma similar, se han descrito complejos hexacoordinados 
Fe(II)NO en hemoproteínas como mioglobina (Soret a 421 nm (Decatur et al., 1996)), peroxidasa del 
rábano (Soret a 419 nm (Ischiropoulos et al., 1996)), neuroglobina (Soret a 416 nm (Herold et al., 2004)) 
o ChCooA (Soret a 418 nm (Clark et al., 2006)). 
Aunque hasta la fecha se desconoce qué beneficio puede proporcionar el hecho de que el hemo se 
una covalentemente al menos en estas dos isoformas, ya que el hemo es completamente funcional en 
los LBDs de E75 de D. melanogaster y B. mori, es muy probable que la unión covalente del hemo 
proporcione alguna ventaja o diferencia funcional o estructural. 
SI bien no se comprende completamente por qué el grupo hemo se une covalentemente a algunas 
proteínas o incluso sólo a algunos miembros de una familia de proteínas, hay datos que aclaran esta 
cuestión. Por ejemplo, solamente algunos miembros de la familia CYP4 de citocromos P450 unen su 
grupo hemo de forma covalente y este enlace covalente del hemo satisface algún requerimiento que es 
específico para algunas de ellas. Un papel que se ha asignado a la formación del enlace covalente en 
ellas es favorecer la ω-regioespecificidad frente a la (ω   1)-regioespecificidad, aumentando el ratio de 
hidroxilación ω/(ω   1) de la cadena de ácido graso. Así por ejemplo mientras que CYP4A1 oxida el ácido 
láurico con una relación de regioespecificidad de 20:1 ω/(ω   1), esta relación en el mutante Glu320Ala 
que no une el hemo covalentemente cae a 5:1 (Colas y Ortiz de Montellano, 2003). 
En el caso de las peroxidasas de mamíferos aparentemente no existe relación entre la presencia de 
los enlaces covalentes de tipo éster y la especificidad de sustrato de estas enzimas. Todas las 
peroxidasas, incluidas las de plantas y hongos que carecen de enlaces covalentes con su grupo hemo, 
oxidan fenoles, ion yoduro y tiocianato (Colas y Ortiz de Montellano, 2003). La oxidación más difícil del 
bromuro es catalizada de forma más eficiente por las peroxidasas de mamíferos (Jakopitsch et al., 2001; 
Munir y Dordick, 2000). Sin embargo, sí que existe una relación clara entre la presencia del enlace vinil-
sulfonio en la mieloperoxidasa y su capacidad excepcional para oxidar cloruro. El efecto electroaceptor 
del enlace vinil-metionil sulfonio cargado positivamente, puede aumentar el potencial redox de las 
especies ferrilo, o como se ha postulado posteriormente (Blair-Johnson et al., 2001), disminuir la 
densidad electrónica en el enlace δ-metino de manera que aumenta la transferencia de electrones hacia 
esa posición desde un ion cloruro vecino. 
El hecho de que el hemo covalentemente unido al LBD de E75 de O. fasciatus responda a la 
presencia de CO y •NO indica que los gases diatómicos también están implicados en la señalización a 
través de este receptor nuclear, si bien sus biomoléculas efectoras subsiguientes podrían ser diferentes.  
Es interesante resaltar que recientemente se han descubierto diferencias importantes en cuanto al 
patrón de expresión temporal y la especificación de parasegmentos del gen de E75 entre D. 
melanogaster y O. fasciatus. Uno de los primeros pasos en la segmentación del embrión de Drosophila (y 
                                                             Introducción 
     Página 196                     Discusión                               Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO  
en otros artrópodos) no es la formación de segmentos, sino las formación de unos dominios que se 
conocen como parasegmentos, cada uno de los cuales invade segmentos adyacentes (Martinezarias y 
Lawrence, 1985). Un parasegmento y no un segmento, constituye la unidad fundamental del desarrollo 
de Drosophila y está constituido por porciones de dos segmentos adyacentes a lo largo del cuerpo del 
embrión y vienen definidos por fronteras compartimentales funcionales.  
Además, la subdivisión del eje anteroposterior del cuerpo en Drosophila depende de la acción 
sucesiva de los genes de segmentación: maternal, gap, pair-rule, segment polarity y homeotic (HOX) 
(Ingham, 1988; Stjohnston y Nussleinvolhard, 1992). En relación a las diferencias importantes en cuanto 
al patrón de expresión temporal y la especificación de parasegmentos del gen de E75 entre D. 
melanogaster y O. fasciatus que se ha comentado anteriormente, primero hay que destacar que, a 
diferencia del gen E75A en D. melanogaster, el gen E75A en O. fasciatus en un gen pair-rule necesario 
para la especificación de los parasegmentos impares (Erezyilmaz et al., 2009). Por otro lado, mientras 
que en D. melanogaster el mRNA de E75A se hereda de la madre, se distribuye uniformemente y se 
transcribe por primera vez entre las 6 y 8 h tras la deposición de huevos (Dubrovsky et al., 2004), los 
genes pair-rule, como es el caso de E75A de O. fasciatus se expresan entre 1.5 y 3 h contando desde el 
comienzo de la celularización hasta la gastrulación (Erezyilmaz et al., 2009). Claramente, la ruta de 
señalización es diferente entre D. melanogaster y sus ortólogos de O. fasciatus y B. germanica ya que en 
D. melanogaster la expresión de E75A en el desarrollo postembriónico se inicia por ecdisteroides y la 
aparición de distintas isoformas también depende de cambios en los niveles de ecdisteroides (Dubrovsky 
et al., 2004; Segraves y Hogness, 1990). Sin embargo, se desconoce si los ecdisteroides son 
responsables de la iniciación de la expresión de E75 en los embriones de O. fasciatus y B. germanica. 
Además, el mRNA de E75A se puede encontrar en el embrión temprano de B. germanica, pero no se 
correlaciona con un aumento en los niveles de ecdisteroide (Mane-Padros et al., 2008).  
Nuestros resultados indican que si bien los LBDs de E75 de los cuatro insectos caracterizados se 
purifican como hemoproteínas, la unión covalente del hemo podría conllevar diferentes funciones in vivo.  
Existe así la posibilidad de que diferentes especies de insectos regulen la señalización a través los 
receptores nucleares E75 por vías divergentes. 
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- Los LBD de E75 de B. mori y de D. melanogaster se purifican como hemoproteínas en estado férrico y 
de la comparación de sus características espectroscópicas analizadas mediante espectroscopía de 
absorción UV/visible, dicroísmo circular y EPR con las de otras hemoproteínas, se puede concluir que el 
hierro está en configuración de bajo espín y su grupo hemo está hexacoordinado con una cisteína y un 
ligando neutro, como es la histidina. El hecho de que en los espectros de EPR se observen varias 
componentes refleja que existe heterogeneidad en la coordinación del hierro, si bien todos los valores g 
están en el intervalo encontrado para hemoproteínas que tienen por ligando axial una cisteína. 
 
- Sin embargo, los LBD de E75 de O. fasciatus y de B. germanica se purifican como hemoproteínas en 
estado férrico con el hierro del hemo en configuración de alto espín, cuyo hemo está hexacoordinado con 
una histidina y probablemente una molécula de agua. Los datos de EPR obtenidos para el LBD de E75 
de O. fasciatus confirman que esta hemoproteína se purifica con una mezcla de componentes de alto y 
bajo espín.  
 
- Los espectros de absorción UV/visible obtenidos para los tres LBDs de E75 de D. melanogaster, O. 
fasciatus y B. mori en su estado ferroso son muy similares entre sí. Las posiciones de los picos del 
espectro de absorción UV/visible en el estado reducido son indicativos de la sustitución o pérdida del 
ligando cisteína que se coordinaba con el hemo en su estado férrico, y son comparables a los de 
hemoproteínas con el hierro en bajo espín, hexacoordinadas con dos ligandos axiales neutros. 
 
- La titulación en condiciones anaeróbicas reveló que la forma reducida del LBD de E75 de O. fasciatus 
forma los complejos tanto con •NO como con CO, lo que implica que probablemente in vivo los gases 
diatómicos regulen también su actividad represora transcripcional. Sin embargo, mientras que los 
espectros correspondientes al complejo con •NO de las isoformas de D. melanogaster y B. mori, 
presentan un máximo a 385 nm, característico de hemoproteínas cuyo hierro está en estado ferroso 
pentacoordinado sólo con •NO, el espectro obtenido para el LBD E75 de O. fasciatus (con un máximo de 
absorción a 416 nm), corresponde muy probablemente a un hemo hexacoordinado con la cadena lateral 
de una His en posición trans al •NO. 
 
- Del análisis mediante HPLC de los perfiles de elución de los LBDs de E75 de los cuatro insectos en una 
columna de fase reversa en condiciones ácidas, se demostró que en las isoformas de O. fasciatus y B. 
germanica el grupo hemo no sólo está coordinado, sino que está unido covalentemente. Los resultados 
obtenidos con las hemoproteínas quimera de Drosophila-Oncopeltus indican el hemo está unido a la 
cadena lateral de al menos dos aminoácidos, uno de los cuales ha de estar presente en la región N-
terminal y el otro en la región C-terminal respecto de la hélice α 5, ya que ambas proteínas quimera 
                                                             Introducción 
      Página 200               Conclusiones                             Caracterización del receptor nuclear E75, un sensor de •NO  
conservan parte del hemo unido covalentemente, si bien en menor medida que el LBD de E75 de O. 
fasciatus silvestre. 
 
- Los resultados obtenidos mediantes espectrometría de masas indican que la Met245 de O. fasciatus 
podría ser uno de los aminoácidos responsables de la unión covalente del grupo hemo. La ausencia de 
cambios espectroscópicos importantes en el mutante puntual Met245Thr, probablemente refleje la 
reducción del grupo vinilo del hemo y la formación de un enlace etilo entre la proteína, a través de la 
Met245 y el hemo. 
 
- La expresión del LBD de E75 de O. fasciatus en la cepa de E. coli RP523 deficiente en hemo en 
presencia de mesohemo, un análogo de porfirina cuyos grupos vinilo han sido sustituidos por etilos, y la 
consiguiente ausencia de unión covalente del mismo, refuerza la hipótesis de que los grupos vinilo del 
hemo son elementos claves en la formación de los enlaces covalentes entre el hemo y el LBD de E75 de 
O. fasciatus.  
 
- Los resultados mostrados refuerzan la idea de que es bastante improbable que los LBDs de E75 de 
insectos funcionen como sensores de hemo in vivo, dado que el hemo covalentemente unido no puede 
ser liberado del bolsillo hidrofóbico de la proteína, y apoyan la hipótesis de que los LBDs de E75 de 
insectos desempeñan un papel como sensores de gases diatómicos. En esta misma línea, debe 
resaltarse que la fuerte unión del hemo al LBD de E75 de D. melanogaster descrita anteriormente y la 
imposibilidad de purificar la proteína sin hemo unido, indican que la unión y liberación del hemo no es 
probable que ocurra en estas especies.  
 
- El hecho de que el hemo covalentemente unido al LBD de E75 de O. fasciatus responda a la presencia 
de CO y •NO indica que los gases diatómicos también están implicados en la señalización a través de 
este receptor nuclear, si bien sus biomoléculas efectoras subsiguientes podrían ser diferentes.  
 
- Nuestros resultados indican que si bien los LBDs de E75 de los cuatro insectos caracterizados se 
purifican como hemoproteínas, la unión covalente del hemo podría conllevar diferentes funciones in vivo. 
Existe así la posibilidad de que diferentes especies de insectos regulen la señalización a través los 
receptores nucleares E75 por vías divergentes. 
 
- Finalmente, estos descubrimientos amplían las clases de hemoproteínas en las que el grupo hemo está 
unido de forma natural a la cadena polipeptídica. 
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